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Colon cancer associated with colitis (CAC) is a subtype of colorectal cancer in which 
inflammatory and tumorigenic processes converge and is associated with inflammatory 
bowel disease, such as occurring in ulcerative colitis (UC).  To elucidate the factors 
involved in tumor onset and development, we must analyze immunological and genetic 
factors. 
 
The p38MAPK (mitogen-activated protein kinases) signaling pathway links 
extracellular signaling to mechanisms that control fundamental cell processes such as 
growth, proliferation, differentiation, migration, and apoptosis.  The p38MAPK family is 
formed by four members, p38α, p38β, p38γ and p38δ.  p38α regulates inflammation and 
malignant transformation, but little is known about the functions of the other p38MAPK 
isoforms in these processes. 
 
The main objective of this thesis was to define the implication of p38γ and p38δ in 
murine models of CAC and UC.  For this purpose, we studied the phenotype of wt, p38γ-/-, 
p38δ-/- and p38γ/δ-/- mice treated with AOM/DSS (azoxymethane/dextran sodium sulfate, 
for the CAC model) or DSS (for the UC model). 
 
Histopathological examination of colon sections from AOM/DSS-treated mice showed 
larger, more numerous tumors in p38δ-/- and p38γ/δ-/- than in wt and p38γ-/- mice.  Analysis 
of intestinal mucosa showed increased epithelial cell proliferation in p38δ-/- and p38γ/δ-/- 
compared to wt mice, as well as lower numbers of apoptotic cells in p38δ-/- than in p38γ-/- 
and p38γ/δ-/- mice. Increase in MMP9 levels, which are generally implicated in CAC, were 
higher in treated p38δ-/- and p38γ/δ-/- mice than in the other genotypes. These results 
indicated that p38δ is implicated in tumor development, regulating processes such as 
proliferation and apoptosis, and altering levels of protumor proteins such as MMP9. 
 
We studied tissue damage and inflammation in hematoxylin/eosin-stained histological 
sections from the four mouse genotypes after DSS treatment.  p38γ-/- mice had the highest 
degree of inflammation compared with the other genotypes.  Analysis of intestinal mucosa 
showed increased epithelial cell apoptosis in p38γ-/- and p38γ/δ-/- compared to wt mice. 
Immunofluorescence studies of histological sections showed higher levels of macrophage 
infiltration in treated p38γ-/- and p38γ/δ-/-  than in the other genotypes and less neutrophils 
infiltration in treated p38δ-/- and p38γ/δ-/- mice in both models (CAC and UC).  COX2 
protein and mRNA levels, which are linked to inflammatory processes, were higher in 
treated p38γ-/- mice than in the other genotypes in CAC model. In DSS-treated p38γ-/- 
mice, pro-inflammatory cytokine levels (IL1β, IL6 and TNFα) were higher than in treated wt 
mice. These findings implicate p38γ in inflammatory processes such as apoptosis, pro-
inflammatory cytokine production and in regulating inflammatory molecules like COX2. 
 
The results indicate that although both p38MAPK isoforms are involved in the 
alterations found in CAC and UC models, the main isoform involved in tumor development 












































































































































1. El colon: estructura y homeostasis. 
El colon es el último tramo del tubo digestivo, comprendido entre el final del intestino 
delgado y el ano. En el ser humano, tiene una longitud aproximada de 1,5 metros 
(Sobotta, 2010). Aunque su función principal es el transporte de las heces y su 
almacenamiento temporal, también desempeña una importante función en: la absorción 
de nutrientes; el mantenimiento del equilibrio entre la cantidad de agua absorbida y la 
secretada; la generación de tolerancia inmunitaria ante elementos de  la comida no 
tóxicos y el control de la respuesta inmune ante agresiones de sustancias patógenas 
(Schoultz et al., 2011). 
 
1.1. Estructura del colon. 
La pared del colon puede dividirse en cuatro capas (Sobotta, 2010) (Fig. I-1): 
• La mucosa: es la capa que está en contacto con el lumen o luz del colon. No 
presenta vellosidades como en el intestino delgado, sino que posee una 
superficie relativamente lisa que se caracteriza por la presencia de profundas 
criptas, llegando a alcanzar la capa muscular, muy próximas entre si. 
La mucosa, a su vez, puede dividirse en tres capas: 
- El epitelio que está formado por una capa celular mono-estratificada en la 
que se pueden encontrar: células absortivas o enterocitos, encargados de 
la re-absorción de agua; células caliciformes, responsables de la secreción 
de moco; células enteroendocrinas, implicadas en la secreción de 
hormonas; células progenitoras, a partir de las cuales se generan el resto de 
tipos celulares y células cilíndricas altas, características del epitelio simple. 
- La lámina propia está constituida por tejido reticular y en ella se pueden 
encontrar abundantes macrófagos, plasmocitos, eosinófilos, linfocitos y 
mastocitos. 
- La muscular propia de la mucosa es una capa muy fina de tejido muscular 
liso, compuesto a su vez por dos capas: una capa interna circular y una 
capa externa longitudinal. 
• La submucosa: compuesta por tejido conjuntivo laxo en el cual podemos 
encontrar frecuentemente adipocitos. 
• La capa muscular: está constituida por tejido muscular liso dispuesto en dos 
capas: una interna circular y continua y otra externa longitudinal y discontinua. 
La capa muscular está dispuesta en cordones denominados tenias. 
• La serosa o adventicia: es la capa más externa,  compuesta por tejido 
conjuntivo y mesotélico. 
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Fig. I-1. Esquema de la estructura de la pared del colon. (Figura adaptada del Dr. L.F. Pacheco 
B.) 
 
1.2. Homeostasis del colon. 
En el colon, de modo habitual, hay alrededor de 500 especies de bacterias, que 
están en simbiosis con el hospedador, formando parte de la flora intestinal (Bene et 
al., 2011). La presencia de estas bacterias provoca que haya una constante regulación 
de la homeostasis intestinal, mediada por el sistema inmune localizado en la pared del 
colon, generando un estado de tolerancia inmunitaria a las bacterias simbiontes 
(Rakoff-Nahoum et al., 2004). La función de barrera que desempeña la mucosa 
intestinal, viene definida por la capacidad que tiene el epitelio intestinal para identificar 
elementos extraños presentes en el lumen (potencialmente tóxicos, incluyendo 
nutrientes y microbios), mediante una intensa regulación interna del medio (Baumgart 
& Dignass, 2002) 
Este sistema defensivo presenta tres niveles: (i) un nivel pre-epitelial, constituido 
por moco secretado por las células caliciformes; (ii) un segundo nivel formado por las 
células epiteliales, que regulan la permeabilidad de la mucosa; y (iii) un tercer nivel 
post-epitelial, compuesto por la lámina propia, donde se localizan la mayoría de las 
células que forman parte del sistema inmunitario de la mucosa (Dignass et al., 2004).  
El moco está formado por mucina, una glicoproteína que se asocia a lípidos y a 
otras proteínas, formando una capa continua que recubre las paredes del colon 
(Sturm & Dignass, 2008). Este moco se organiza en dos capas: una interna, en 
contacto con el epitelio de la mucosa y que no presenta bacterias y, otra externa, que 
si incluye bacterias (Johansson et al., 2008). Una incorrecta interacción entre la flora 
bacteriana y la mucosa puede conllevar la activación de la respuesta inmune. Se ha 
observado que la falta o desequilibrio en la población bacteriana simbionte genera 
enfermedades inflamatorias (Bene et al., 2011; Danese et al., 2004). En el 
mantenimiento de este equilibrio, juegan un papel muy importante las defensinas, que 
son unos péptidos antimicrobianos secretados por varios tipos celulares del tracto 
intestinal. Estos péptidos forman parte de la inmunidad innata del hospedador, 
participando en la protección del epitelio frente a patógenos virulentos, así como en 
mantener el número y la composición de la flora intestinal (Johansson et al., 2008).  
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En el colon también hay una constante renovación celular a nivel del epitelio, 
desde el fondo de las criptas, donde están situadas las células progenitoras, hasta la 
parte superior de las mismas, donde se produce la apoptosis de células totalmente 
diferenciadas (Fig. I-2).  
 
 
Fig. I-2. Proceso de diferenciación y proliferación de células progenitoras en las criptas del 
colon. Las células progenitoras, situadas en el fondo de la cripta, proliferan y se van a ir diferenciando 
a la vez que se desplazan hacia la parte superior de la cripta, donde mueren por apoptosis. (Figura 
adaptada de Juan Ignacio Barrasa López).  
 
Este proceso de renovación se da sin que se rompa la integridad de las uniones 
célula-célula, factor muy importante para mantener la correcta homeostasis del 
sistema inmune del colon (Garrett et al., 2010). Aunque este epitelio no es totalmente 
impermeable, sino que hay un tránsito de sustancias a través de él. De modo habitual, 
las sustancias pueden atravesar el epitelio de tres modos: (i) mediante micropliegues, 
como los que pueden formar las placas de Peyer; (ii) mediante una ruta paracelular en 
los enterocitos o (iii) mediante un transporte trans-epitelial, por endocitosis realizada 
por los enterocitos (Schoultz et al., 2011). 
Por otro lado, en el intestino sano se debe mantener un equilibrio entre factores 
que activen la inmunidad del huésped (como daños del epitelio, agresiones 
procedentes de restos de la comida, ataques de patógenos, etc.) y factores que 
formen parte de las defensas de éste, para mantener la integridad de la mucosa y la 
respuesta inmune bajo control (Ramasundara et al., 2009). La respuesta inmune del 
colon sano está compuesta por una respuesta innata, que es la primera en activarse 
de modo muy rápido, desarrollándose en horas, y por una respuesta adaptativa, 
cuando el antígeno que desencadenó la respuesta innata persiste, dando lugar a 
procesos inmunes más sostenidos, que duran varios días (Dignass et al., 2004). 
Para la correcta homeostasis del colon, también hay que tener en cuenta la 
regulación de procesos proliferativos, como los que se dan en el cierre de herida 
(úlceras). En este proceso, células adyacentes a la zona de lesión migran a la herida, 
cubriendo la zona dañada. A continuación, se produce la proliferación, reemplazando 
las células perdidas. Finalmente, se da la maduración y diferenciación celular, para 
mantener la actividad de la mucosa (Sturm & Dignass, 2008). Todos estos procesos 
están regulados por factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidérmico 
(EGF), que promueve proliferación; citoquinas; así como el factor de crecimiento 
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transformante (TGFβ), que actúa de modo ambivalente, promoviendo o inhibiendo la 
proliferación celular (Sturm & Dignass, 2008). 
Teniendo en cuenta todos estos factores, el equilibrio entre los diversos procesos 
como proliferación, apoptosis, cierre de herida o identificación de bacterias “propias” 
y bacterias patógenas es difícil y complicado de mantener. Esto hace que la mucosa 
intestinal sea altamente susceptible a sufrir descompensaciones en dicho equilibrio, 
provocando la aparición de patologías. 
 
2. Patologías asociadas a inflamación habituales en el colon. 
Las patologías inflamatorias del intestino con mayor incidencia son la enfermedad de 
Crohn, que puede aparecer a lo largo de todo el tubo digestivo, y la colitis ulcerosa (CU), 
que suele aparecer en el colon (Bene et al., 2011). Este tipo de patologías son 
características de sociedades modernas. Se han visto incrementadas desde mediados del 
siglo XX en los países desarrollados, existiendo una mayor incidencia de colitis ulcerosa 
que de la enfermedad de Crohn, de 1,2 a 20,3 casos por cada 100.000 habitantes por año 
y de 0,03 a 15,6 casos por cada  100.000 habitantes por año, respectivamente (Danese & 
Fiocchi, 2011). El tipo de entorno occidentalizado (consumo de tabaco, dietas ricas en 
grasas y azúcares, el uso de medicamentos, estrés y un alto nivel socio-económico), junto 
al modo de vida sedentario, son factores que aumentan el riesgo a padecer estas 
enfermedades (Molodecky & Kaplan, 2010; Danese et al., 2004). Aunque la correlación 
entre factores genéticos y la patología no es tan clara en la CU como en la enfermedad de 
Crohn, si que parece existir cierta predisposición genética a padecer esta enfermedad, ya 
que se ha descrito una mayor incidencia de CU en aquellos individuos que presentaban 
antecedentes familiares previos (Rosenstiel et al., 2009; Xavier & Podolsky, 2007; 
Podolsky, 2002; Kaser et al., 2001). 
La CU se caracteriza por ser una enfermedad inflamatoria recidivante, es decir, 
reaparece tiempo después de haberla padecido, lo que puede provocar que se haga 
crónica. También se caracteriza por el hecho de que sólo se vea comprometida la mucosa 
intestinal. Suele aparecer en la zona del recto y extenderse hacia las regiones media y 
proximal del colon. Los síntomas asociados a esta enfermedad son diarreas mucosas y 
sanguinolentas. La cronicidad de la CU puede derivar en la aparición de un cáncer de 
colon, lo que se conoce como cáncer de colon asociado a colitis (CAC). Aunque no se 
conocen aún las causas exactas de la CU, si se sabe que en su aparición y desarrollo 
participan factores genéticos, inmunológicos y ambientales (Sobotta, 2010). 
 
2.1. Inflamación en el colon: colitis ulcerosa. 
Conservar la integridad de la barrera intestinal es importante para mantener su 
funcionalidad. La ruptura de esta integridad está asociada a alteraciones que afectan 
a la microflora bacteriana alojada en la capa de moco, el epitelio de la mucosa, así 
como, al sistema inmune innato y adaptativo localizados en la lámina propia de la 
mucosa. Una inapropiada y continua activación del sistema inmune de la mucosa, 
debida a la presencia de la flora intestinal habitual, causa enfermedades inflamatorias 
intestinales como la CU (Salim & Söderholm, 2011; Podolsky, 2002). Lo que aún no se 
sabe con certeza es si la perdida de la integridad de la barrera intestinal es la causa o 
el efecto del proceso inflamatorio asociado (McGuckin et al., 2009; Rosenstiel et al., 
2009). 
 
2.1.1. Desregulación de la barrera intestinal. 
 
Para poder entender la dinámica de la barrera intestinal durante la CU, hay que 
conocer previamente cómo se regula y mantiene. De modo habitual la mucosa 
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intestinal secreta una serie de sustancias que se localizan en la capa de moco, 
como la inmunoglobulina A (IgA), que mantiene la compartimentalización de la 
barrera intestinal y hace que las bacterias que constituyen la microflora no 
contacten con las células epiteliales (Macpherson & Uhr, 2004); la glicoproteína 
MUC2, principal componente del moco, que ayuda a retener moléculas 
antimicrobianas como las defensinas; o los péptidos “trébol” (trefoil peptides), que 
se secretan junto a MUC2 ayudando a su polimerización y a los procesos de cierre 
de herida (Salim & Söderholm, 2011). La alteración o la pérdida en la continuidad 
de la capa de moco hace que disminuyan las defensas de la mucosa frente a las 
bacterias simbiontes. Esto provoca que las bacterias entren en contacto con las 
células epiteliales subyacente, generando una respuesta inmune inapropiada. La 
cual, puede derivar en un proceso inflamatorio crónico (Salim & Söderholm, 2011; 
McGuckin et al., 2009). En la CU es habitual la reducción en el número de células 
caliciformes, lo que conlleva un descenso en la producción y secreción de MUC2, 
disminuyendo la capa de moco y exacerbando la enfermedad (Tytgat et al, 1996). 
 La barrera física constituida por las células epiteliales del intestino (IEC) está 
formada por una mono-capa continua de células polarizadas, unidas entre si 
mediante uniones estrechas y dinámicas (Salim & Söderholm, 2011). Uno de los 
mecanismos utilizado por los patógenos, para romper la integridad de la barrera 
intestinal, consiste en atacar a las proteínas que constituyen las uniones estrechas 
entre las IEC, disminuyendo así la resistencia trans-epitelial (Baumgart & Dignass, 
2002). Además, las IEC juegan un papel muy importante en la detección de señales 
del medio externo y del lumen intestinal. Transmitiendo esta información a las 
células del sistema inmune que se localizan en la lámina propia (Singh et al., 2005). 
Para poder desempeñar esta función, las IEC expresan receptores de 
reconocimiento de patrones (PRRs) como son los receptores tipo Toll (TLRs) y los 
tipos NOD (NLRs) (Abreu, 2010). Una señalización inadecuada, a través de los 
PRRs, puede provocar una estimulación de la respuesta inflamatoria y derivar en 
una inflamación crónica (Fukata, Vamadevan et al., 2009). Los TLR2 y TLR4 son los 
principales mediadores en la regulación de la inflamación intestinal. El TLR2 
participa en la regulación de la integridad de la barrera intestinal (Podolsky et al., 
2009; Cario et al., 2007; Pierik et al., 2006), mientras que el TLR4 es un factor 
básico en la respuesta a daño epitelial, así como en la progresión de la inflamación 
crónica hacia la aparición de tumores (Fukata, Hernandez et al., 2009; Hold et al., 
2007; Fukata et al., 2005; Franchimont et al., 2004). 
 
2.1.2. Sistema inmune innato y adaptativo en el colon. 
 
El sistema inmune innato y adaptativo de la mucosa intestinal está constituido 
por diversos tipos celulares (Fig. I-3), cuya actividad y tiempo de actuación puede 






Fig. I-3. Células participantes en la respuesta inmune en la mucosa intestinal. IEL: Linfocitos 
intra-epiteliales; MHC clase II: complejo mayor de histocompatibilidad clase II; IgA: Inmunoglobulina 
A. (Figura adaptada de Dignass et al., 2004). 
 
De modo habitual, la mucosa intestinal está constantemente monitorizada por 
las IEC, que controlan la composición del lumen intestinal mediante sus PRRs, y 
por células del sistema inmune innato como son los macrófagos, los neutrófilos o 
las células dendritas (DC) (Abreu, 2010; Xavier & Podolsky, 2007). Las DC juegan 
un papel muy importante en la conexión entre inmunidad innata y adaptativa, ya 
que son las encargadas de presentar los antígenos a las células T, que forman 
parte de la inmunidad adaptativa (Shih et al., 2008). 
La respuesta innata es un pre-requisito para la aparición de una inmunidad 
adaptativa excesiva, responsable del daño tisular que aparece en los pacientes 
con CU (Xavier & Podolsky, 2007). En situaciones de invasión de patógenos o 
ruptura de la barrera intestinal, se activa la respuesta inmune innata, 
produciéndose un reclutamiento de neutrófilos hacia la zona de inflamación. Este 
reclutamiento está mediado principalmente por la quimioquina CXCL8 (también 
denominada IL8), secretada por las IEC (Sansonetti, 2004). La presencia de los 
neutrófilos hace que se activen rutas pro-inflamatorias mediadas principalmente 
por NF-κB y AP-1 (Tato & Hunter, 2002). Además, las IEC también participan en la 
inmunidad adaptativa. Colaboran con células presentadoras de antígenos, como 
DC, y con los linfocitos, localizados en folículos linfoides individualizados 
(Sansonetti, 2004; Fujimura et al., 1992). Esta colaboración se produce 
principalmente en los folículos asociados al epitelio (FAE), donde las IEC realizan 
una translocación baso-lateral de antígenos y microorganismos, haciendo que 
contacten directamente con las DC, que en último término, activan la respuesta 
inmune adaptativa (Neutra et al., 2003). Se ha descrito que las DC pueden emitir 
prolongaciones que atraviesan la barrera epitelial, hasta contactar directamente 
con el lumen intestinal y así, sondear la presencia de patógenos o sustancias 
tóxicas (Rescigno et al., 2001). La activación de la respuesta adaptativa comporta 
la activación de células B, así como células T “helper”, tanto Th1 como Th2 (Shih et 
al., 2008; Macpherson & Uhr, 2004). Se ha descrito que ambos tipos celulares 
participan en la cronicidad de la inflamación del intestino, aunque en el caso de la 
CU la respuesta predominante es la mediada por Th2 (Salim & Söderholm, 2011; 
Danesse & Fiocchi, 2011; Shih et al., 2008; Xavier & Podolsky, 2007; Podolsky 
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2002; Blumberg & Strober, 2001). Otro tipo de linfocito participante en la regulación 
de la inflamación intestinal son los linfocitos T reguladores (Treg) (Salim & 
Söderholm, 2011; Xavier & Podolsky, 2007). Tras ser estimulados por DC, secretan 
citoquinas anti-inflamatorias como IL10 y TGFb, participando en la supresión de la 
respuesta inmune, así como, en el mantenimiento de la integridad del epitelio de la 
mucosa (Suenaert et al., 2010; Howe et al., 2005; Howe et al., 2002; Lu et al., 
1998).  
Aunque no se conoce completamente la patogénesis de las enfermedades 
inflamatorias del intestino, si se sabe que alteraciones en el sistema inmune, tanto 
innato como adaptativo, son las responsables del inicio y de la cronicidad de la 
enfermedad (Dignass et al., 2004). 
 
2.2. Cáncer de colon. 
El cáncer de colon se da al aparecer un tumor maligno o neoplasia en las células 
de la mucosa colónica y en sus glándulas. Habitualmente, las lesiones tumorales 
aparecen sobre lesiones pre-existentes, como pólipos o zonas de inflamación. Es 
excepcional  la aparición de tumores en zonas sanas. 
El cáncer de colon es el tipo de cáncer más frecuente en España y cada año hay 
28.000 nuevos casos según la Asociación Española Contra el Cáncer (AECC, 2012). 
En otros países desarrollados, como EE.UU., es el segundo tipo de cáncer más 
frecuente, sólo superado por el cáncer de piel (American Cancer Society, 2012). 
El origen del cáncer de colon puede tener dos causas: 
• Cáncer de colon hereditario o familiar: suelen aparecer en individuos jóvenes, 
entre los 35 y los 40 años (AECC, 2012). Los más estudiados son la Poliposis 
Adenomatosa Familiar (FAP), que se caracteriza por la presencia de neoplasias 
benignas y el Cáncer Colorectal No Poliposis Hereditario, que se caracteriza por 
la aparición de tumores primarios sin la presencia de pólipos en el intestino 
(Sancho et al., 2004).  
• El cáncer de colon esporádico: suele aparecer en individuos entre los 65 y los 
75 años (AECC, 2012). La incidencia de este tipo de cáncer está entorno al 75-
80% de los casos diagnosticados (Morán et al., 2010).  
En función de los eventos moleculares que dan lugar a la aparición del tumor, el 
cáncer de colon esporádico puede desarrollarse siguiendo por dos rutas: 
- La ruta canónica o supresora: implica inestabilidad cromosómica y se da en 
el 80-85% de los casos (Morán et al., 2010). En 1990, Fearon y Vogelstein 
propusieron un modelo en el que co-existen alteraciones genéticas que se 
van produciendo a lo largo de los diferentes estadios de la enfermedad. 
Establecieron que la aparición del tumor se debe a mutaciones que 
activaban oncogenes y que silencian genes supresores de tumores. Para 
que el tumor sea maligno, debe haber mutaciones en cuatro o cinco genes. 
Éstas pueden darse en un orden cronológico concreto, pero al final, las 
características biológicas del tumor van a depender de que se den todas las 







Fig. I-4. Esquema de la relación descrita entre las alteraciones genéticas y la progresión del cáncer de 
colon. (Figura adaptada de Fearon & Vogelstein, 1990). 
 
- La ruta alternativa: implica inestabilidad en las regiones microsatélite del 
DNA, por lo que también se denomina ruta MSI-H. Se corresponde con el 
15-20% de los casos (Morán et al., 2010). Los microsatélites son 
secuencias cortas, que se repiten en tándem a lo largo de todo el genoma 
celular. La inestabilidad en estas regiones aparece debido a defectos en los 
genes que codifican para proteínas MMR, encargadas de reparar los fallos 
cometidos por la DNA polimerasa durante la replicación (Boland et al., 1998) 
(Fig. I-5). 
 
Fig. I-5. Mecanismo de la aparición de la inestabilidad a nivel de las secuencias 
microsatélites del DNA. (Figura adaptada de Morán et al., 2010). 
 
2.2.1. Ruta Wnt/β-catenina. 
 
Las proteínas Wnt son una amplia familia de glicoproteínas que están 
implicadas en la proliferación y la diferenciación celular mediante la regulación de 
procesos como la adipogénesis y la angiogénesis (Moon et al., 2002). También 
participan en el mantenimiento de células progenitoras en el epitelio intestinal, en la 
piel y de células hematopoyéticas (Cadigan & Liu, 2006). Las proteínas Wnt son los 
ligandos de un complejo de receptores. Este complejo está constituido por alguno 
de los miembros de la familia Frizzled (Fz) y el receptor LRP5/6 (Staal et al., 2002). 
En ausencia de Wnt, la proteína β-catenina citosólica, la proteína Axina, la proteína 
supresora de tumores APC, CK1α y GSK3 se asocian formando un complejo. Ésto 
facilita su fosforilación secuencial, mediada por CK1α (fosforila a β-catenina en el 
residuo S45) y por GSK3 (fosforila a β-catenina en los residuos S33, S27 y T41). La 
β-catenina fosforilada es reconocida por β-TrCP para su posterior ubiquitinación y 
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degradación vía proteasoma (Gao & Chen, 2009; Staal et al., 2002; Liu et al., 2002; 
Cohen & Frame, 2001). Por el contrario, en presencia de Wnt, el complejo multi-
proteico formado por Dvl-Fz-LRP6 se asocia a la proteína Axina, CK1α y GSK3 en 
la membrana plasmática, causando la disociación de β-catenina,  lo que impide su 
fosforilación y posterior degradación. Por lo tanto, β-catenina se acumula en el 
citoplasma y se transloca al núcleo, donde se une a factores de transcripción como 
Tcf y Lef, promoviendo proliferación celular (Li et al., 2002; Polakis, 2000) (Fig. I-6). 
Se ha descrito que una señalización inapropiada de la vía Wnt/β-catenina 
contribuye a la aparición de numerosos tipos de cáncer (Wilson et al., 2010; 
Taketo, 2006; Kolligs et al., 2002). Entre ellos, el cáncer de colon es uno de los más 
ampliamente descritos (Burgess et al., 2011; Elzagheid et al., 2008; Schneikert & 
Behrens, 2007; Aoki & Taketo, 2007; Behrens & Lustig, 2004; Inomata et al., 1996). 
Además, en la mayoría de los casos de cáncer de colon esporádico, la proteína 
APC está mutada (Polakis, 2007). Las mutaciones en APC o en β-catenina, 
contribuyen a la estabilización de ésta en el citosol y su translocación al núcleo de 
las células epiteliales del colon, causando una activación aberrante del factor de 
transcripción Tcf4 (Staal et al., 2002; Fearnhead et al., 2001).  
 
 
Fig. I-6. Ruta canónica de señalización Wnt/β-catenina. A) Muestra la señalización que se 
desencadena cuando el factor Wnt no está unido a su receptor de membrana, concluyendo en 
la degradación de β-catenina vía proteasoma. B) Muestra la ruta de señalización que se produce 
cuando Wnt se une a su receptor, dando como resultado la translocación de β-catenina al 
núcleo activando factores de transcripción (Figura adaptada de Cardigan & Liu, 2006). 
 
2.2.2. Ruta canónica K-Ras/Raf/MAPK. 
 
La familia de proteínas Ras, son un grupo de pequeñas proteínas GTPasas que 
consta de tres isoformas (H-Ras, K-Ras y N-Ras). Su activación está controlada 
por el intercambio de GTP-GDP mediado por proteínas GEFs y GAPs (Sancho et 
al., 2004; Bos, 1989). Existe un amplio número de receptores que activan esta ruta, 
como receptores tirosina quinasa, receptores acoplados a proteínas G y 
receptores no tirosina quinasa (Malumbres & Barbacid, 2003).  
Una vez que Ras es activa (unida a GTP), interacciona con una gran variedad 
de moléculas efectoras. La más estudiada y caracterizada es su interacción con la 
proteína Raf, denominándose la vía clásica Ras/Raf/MAPK (Sancho et al., 2004). El 
complejo K-Ras/Raf se transloca a la membrana plasmática donde Raf se activa. A 
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continuación, Raf fosforila y activa a MKK1 y MKK2, que en último término 
fosforilan y activan a ERK1/2. ERK1/2 activa se transloca a núcleo, donde fosoforila 
a un gran número de factores de transcripción, induciendo proliferación, 
diferenciación y supervivencia celular (Hancock, 2003) (Fig. I-7).  
Se ha descrito a la PI3K como otra molécula efectora de Ras, interaccionando 
con mayor afinidad con la isoforma H-Ras (Hancock, 2003). Otras moléculas 
efectoras de Ras son miembros de la familia de la proteína Rho (Shields et al., 
2000). 
Las proteínas Ras participan en la regulación de múltiples procesos implicados 
en el crecimiento, la proliferación, la diferenciación o la apoptosis celular, por lo 
que un funcionamiento incorrecto de Ras puede derivar en la aparición de tumores 
(Hancock, 2003; Malumbres & Barbacid, 2003; Sheilds et al., 2000; Chin et al., 
1999). Se ha descrito que mutaciones puntuales en los tres genes que codifican 
para la familia de proteínas Ras, contribuyen a la aparición de cáncer de páncreas, 
cáncer de pulmón, melanoma, leucemia y cáncer de colon (Tamaoki, 2001). En el 
caso del cáncer de colon, la frecuencia con la que aparece mutado el gen que 
codifica para K-Ras oscila entre el 38% y 50% (Sancho et al., 2004). Se ha descrito 
que mutaciones en K-Ras contribuyen, no sólo a la formación del tumor, si no 




Fig. I-7. Ruta canónica Ras/Raf/MAPK. (Figura adaptada de Dibb et al., 2004).  
 
2.2.3. Metaloproteinasas de matriz (MMPs). 
 
Las MMPs, son una familia de enzimas que pueden estar unidas a la  
superficie celular o pueden ser secretadas (Sternlicht & Werb, 2001). Se activan por 
proteólisis y están fuertemente reguladas, tanto a nivel transcripcional como a nivel 
post-transcripcional. Además, también pueden estar controladas por proteínas 
activadoras (que pueden ser otras proteínas o MMPs), por inhibidores endógenos 
(denominados TIMPs) y por su localización en la superficie celular (Sternlicht & 
Werb, 2001). La proteólisis necesaria para la activación de las MMPs, así como la 
inhibición que sufren por parte de los TIMPs, hacen que la detección de altos 
niveles de MMPs no siempre indique un incremento en la actividad enzimática de 
  35  
las mismas (Nelson et al., 2000).Las MMPs juegan un papel esencial en la 
respuesta celular ante el microambiente que las rodea. Participan, princialmente, 
en la degradación de proteínas estructurales de la matriz extracelular (ECM) como 
el colágeno o la laminina (Cabibi et al., 2009). Modulan tanto las interacciones 
célula-célula, como las interacciones célula-ECM, lo que hace que participen en la 




Fig. I-8. Producción de MMPs en el intestino durante la inflamación de la mucosa. (Figura 
adaptada de Schuppan & Hann, 2000). 
 
Se ha descrito la participación de las MMPs en diversas patologías como 
enfisema, artritis reumatoide, arterioesclerosis o infarto de miocardio. Pero en la 
enfermedad que más ampliamente se ha descrito la participación de las MMPs es 
en el cáncer e invasión tumoral (Garg et al., 2010; Brinckerhoff & Matrisian, 2002; 
Egeblad & Werb, 2002; Sternlicht & Werb, 2001; Sternlicht et al., 2000; McKerrow 
et al., 2000). Además participan en procesos inflamatorios, como la inflamación  
intestinal (Okamoto & Watanabe, 2005; Baugh et al., 1999). Las MMPs producidas 
por las células epiteliales regulan la inflamación, controlando diferentes procesos 
como la migración trans-epitelial de leucocitos o la activación y 
compartimentalización de quimioquinas (Parks et al., 2004). Se ha descrito que en 
tejidos dañados, tanto las células epiteliales como las estromales, expresan una 
amplia variedad de MMPs, entre las que se encuentran la MMP9 (Gill & Parks, 
2008).  
En el CAC se unifican procesos inflamatorios y procesos tumorales. Se ha 
observado que las MMPs son las proteinasas predominantes en la mucosa 
intestinal durante las enfermedades inflamatorias y, se ha descrito, que una de las 
MMPs que aparece sobre-expresada en la inflamación intestinal es la MMP9 (Garg 
et al., 2011; Garg et al, 2010; Castaneda et al., 2005; von Lampe et al., 2000; 
Schuppan & Hann, 2000; Seifert et al., 1996) (Fig. I-8). Recientemente, se ha 
propuesto el posible papel de MMP9 como supresor de tumores en el CAC, 
activando Notch1 e incrementando la expresión de p53, aumentando así el 
proceso de apoptosis y disminuyendo el crecimiento celular (Garg et al.,  2011). 
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2.3. Conexión entre inflamación y cáncer. 
 
Fig. I-9. Rutas de conexión entre inflamación y cáncer. (Figura adaptada de Mantovani et al., 2008). 
 
Fue Rudolf Virchow, en 1863, quien relacionó por primera vez inflamación y 
cáncer, al observar la presencia de leucocitos en tejido neoplásico, sugiriendo que 
esta infiltración reflejaba el origen de la aparición del tumor en una zona de 
inflamación crónica (revisado en Balkwill & Mantovani, 2001).  
Los factores desencadenantes de la inflamación crónica que deriva en cáncer 
pueden ser infecciones por microbios, enfermedades autoinmunes o condiciones 
inflamatorias sin un origen genético conocido (Allavena, Garlanda et al., 2008). 
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Alrededor del 15% de los tumores totales diagnosticados se atribuyen a factores 
infecciosos, al mimo tiempo, se calcula que entorno al 20% de las muertes por 
cáncer, se asocian a infecciones crónicas e inflamación (Porta et al., 2009; Balkwill & 
Mantovani, 2001). 
La relación entre inflamación y cáncer puede definirse como la interacción entre 
dos rutas: una ruta intrínseca, controlada por alteraciones genéticas que derivan en 
inflamación y neoplasia, y una ruta extrínseca, mediada por señales inflamatorias y 
enfermedades autoinmunes (Mantovani et al., 2008) (Fig. I-9). Los responsables de la 
conexión entre la vía extrínseca y la vía intrínseca incluyen: factores de transcripción 
como NF-κB o STAT3; citoquinas pro- y anti-inflamatorias como IL1β, IL6, IL10 o 
TNFα (Colotta et al., 2009); quimioquinas como CXCL8/IL8 o CCL2 (Coussens et al., 
2002) y  enzimas como COX2 (Porta et al., 2009). También cabe destacar en la 
conexión entre ambas rutas, la participación de células del sistema inmune como 
macrófagos, DC, neutrófilos y linfocitos T (Grivennikov et al., 2010; Porta et al., 2009; 
Mantovani et al., 2008; de Visser & Coussens, 2005; Coussenes et al., 2002; Balkwill & 
Mantovani, 2001).  
Uno de los ejemplos de cáncer asociado a inflamación más estudiado en los 
últimos años es el caso del CAC, en el que una inflamación crónica del intestino 
deriva en la aparición de cáncer (Jawad et al., 2011; Rizzo et al., 2011; Saleh & 
Trinchieri, 2011; Danese & Mantovani, 2010; Terzic et al., 2010; Roessner et al., 2008). 
 
2.3.1. Células inflamatorias: macrófagos, neutrófilos y linfocitos.  
 
En la aparición y progresión tumoral tiene un papel muy importante la 
vigilancia realizada por el sistema inmune. La “inmuno-edición” tumoral es el 
concepto más completo para explicar el papel que realiza el sistema inmune en el 
desarrollo del tumor (Swann & Smyth, 2007). Este proceso se divide en tres fases: 
(i) la fase de eliminación, donde el sistema inmune detecta y elimina las células 
tumorales; (ii) si esta fase es incompleta, se produciría un estado temporal de 
equilibrio, donde la células tumorales están en estado de latencia y acumulando 
alteraciones genéticas; (iii) si la presión que ejerce el sistema inmune sobre estas 
células no las elimina, se produce una selección de células tumorales resistentes, 
dando paso a la fase de escape, donde el sistema inmune no logra contener el 
crecimiento y se desarrolla el tumor (Dunn et al., 2004). 
El entorno inflamatorio, donde se lleva acabo la vigilancia, está constituido 
por células inflamatorias como macrófagos, varios subgrupos de linfocitos T o 
neutrófilos. Estos tipos celulares pueden ser tanto residentes en el tejido como 
reclutados debido al proceso inflamatorio (Lin & Karin, 2007). En cualquier caso, 
estas células pueden ejercer un papel tanto promotor como inhibidor del 
desarrollo tumoral (Grivennikov et al., 2010; Swann & Smyth, 2007; de Visser et 
al., 2006). 
Los neutrófilos son las primeras células inflamatorias en ser reclutadas  y 
activadas en la zona de infección o daño tisular (Coussens & Werb, 2002). 
Pueden desempeñar tanto una función anti-tumoral como pro-tumoral (Fridlender 
et al., 2009). Para que se de el alojamiento de los neutrófilos en la zona de 
inflamación, es necesaria la participación de mediadores pro-inflamatorios, 
moléculas de adhesión, quimiotácticos y quimioquinas (Parkin & Cohen, 2001). 
Por tanto, los neutrófilos son las primeras células inmunes en responder a 
citoquinas pro-inflamatorias como TNFα o IL1β. Comenzando a restablecer el 
tejido dañado, mediante la inducción de la expresión de MMPs (Coussens & 
Werb, 2002), así como eliminando elementos patógenos, mediante una doble 
respuesta: una dependiente del oxígeno, generando especies reactivas del 
oxigeno (ROS), y otra independiente, utilizando proteínas y enzimas tóxicas, 
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como la lisozima, localizada en gránulos en el citoplasma (Parkin & Cohen, 2001). 
Una inapropiada respuesta de estas células puede conllevar un daño tisular, así 
como, la cronicidad del proceso inflamatorio. Se ha descrito la participación de 
ROS en carcinogénesis, mediante la oxidación del DNA. Esto produce 
transformación celular, acumulación de mutaciones e inestabilidad genética. 
Todo estas modificaciones conllevan alteraciones en procesos como proliferación 
celular (vía MAPKs), supervivencia, angiogénesis, invasión o metástasis (Roessner 
et al., 2008). 
Los macrófagos van a ser las siguientes células inmunológicas en migrar y 
activarse en la zona de inflamación. Son los principales productores de factores 
de crecimiento y citoquinas, afectando profundamente a las células epiteliales y 
mesenquimales del tejido (Coussens & Werb, 2002). La heterogeneidad en el 
linaje de los macrófagos se da como resultado de su especialización, la cual se 
debe a la influencia del microambiente que les rodea. Esto les hace ser unas 
células efectoras cruciales en la regulación de la inflamación y la respuesta 
inmune innata (Geissmann et al., 2010; Gordon & Taylor, 2005). Los macrófagos 
pueden clasificarse en dos subgrupos (Murray & Wynn, 2011; Sheikh & Plevy, 
2010; Grivennikov et al., 2010; Geissmann et al., 2010; Sica & Larghi et al.,  2008): 
- Macrófagos M1 o de activación clásica: se activan por IFNγ y sustancias 
microbianas como LPS. Producen elevados niveles de citoquinas pro-
inflamatorias como TNFα, IL1β, IL6 o IL23. Fenotípicamente, aumentan la 
expresión del MHC e iNOS, así como de un amplio número de quimioquinas. 
Tienen capacidad para eliminar patógenos y activar una respuesta inmune 
anti-tumoral. Promueven la respuesta inmune mediada por linfocitos Th1, 
gracias a la producción de IL12. 
- Macrófagos M2 o de activación alternativa: se activan por IL4, IL10 e IL13. 
Participan en la producción de IL10 y arginasa. Fenotípicamente, presentan 
un descenso en la expresión del MHC II y de IL12. Participan en procesos de 
cierre de herida, regulando la producción de matriz extracelular. Además, 
desempeñan una función reguladora en la respuesta inmune innata y 
adaptativa, y limitan la inflamación, produciendo mediadores anti-
inflamatorios como IL10 y TGFβ. Los macrófagos M2 participan en la 
diferenciación de la respuesta inmune hacia una respuesta mediada por 
linfocitos Th2. Se cree que la mayoría de los macrófagos asociados a 
tumores (TAM) son de tipo M2.  
 
Durante la inflamación crónica los macrófagos M1 predisponen al tejido para 
el desarrollo del tumor. Por el contrario, durante el establecimiento del tumor, hay 
una mayor activación de macrófagos M2. En tumores establecidos hay niveles 
bajos de citoquinas pro-inflamatorias (TNFα, IL1β o IL6), mientras que los niveles 
de citoquinas anti-inflamatorias (IL10) son más altos (Porta et al., 2009). Los TAM 
representan la mayor población de células inmunes infiltradas en tumores 
malignos como el cáncer de colon, mama, pulmón y próstata. Su reclutamiento y  
activación se consideran factores básicos en la progresión tumoral (Sica & 
Bronte, 2007; Mantovani et al., 2002). Los TAM contribuyen a la progresión y el 
crecimiento tumoral participando en tres procesos principalmente: (i) 
angiogénesis, que se ve favorecida por la producción de factores pro-
angiogénicos (TGFβ, VEGF, PDGE, CXCL8/IL8 o CXCL12) y factores de 
adaptación a condiciones de hipoxia (HIF-1/2); (ii) la remodelación de la ECM, 
produciendo proteinasas como las MMPs; y (iii) la supresión de la respuesta 
inmune anti-tumoral, mediante su baja capacidad para activar la respuesta 
inmune adaptativa por presentación de antígenos, así como, inhibiendo la 
proliferación de células T (Allavena, Sica et al., 2008; Sica, Allavena et al. 2008). 
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Los linfocitos T también están ampliamente presentes en el micro-entorno 
tumoral. Pueden desempeñar un papel tanto pro-tumoral como anti-tumoral 
(Grivennikov et al., 2010). Se pueden dividir en:  
- Linfocitos T citotóxico (Tc): presentan en su superficie moléculas CD8 y 
tienen una función antiviral (Parkin & Cohen, 2001). También participan en la 
respuesta inmune anti-tumoral (Rizzo et al., 2011). Expresan elevados niveles 
de FasL e IFNγ, que aumentan la apoptosis (Itoh et al., 1991; Xu et al., 1998); 
así como, perforina y grancima A y B, que promueven la permeabilización 
celular y la muerte (Brenna et al., 2010; Cullen et al., 2010). Un aumento en la 
infiltración de linfocitos Tc en el tumor correlaciona con un buen pronóstico 
en determinados tipos de cáncer. En el cáncer de colon participan en la 
eliminación de las células tumorales (Grivennikov et al., 2010; Swann & 
Smyth, 2007).  
- Linfocitos T “helper” (Th): presentan en superficie moléculas CD4, reconocen 
antígenos extraños y activan otras células que participan en la respuesta 
inmune, como las células B (Parkin & Cohen, 2001). En función del patrón de 
citoquinas secretadas podemos diferenciar varios tipos de linfocitos Th:  
• Los Th1 secretan mayoritariamente IFNγ, IL2 e IL12 (Rizzo et al., 2011; 
Parkin & Cohen, 2001). En el caso de la inflamación intestinal, estas 
células median procesos inflamatorios relacionados con la enfermedad 
de Crohn, desempeñando un papel protector. En el CAC, contribuyen a 
disminuir la incidencia de cáncer (Rizzo et al., 2011). También se ha 
descrito que la activación  de los linfocitos Th17, mediada por IL23, 
desempeñan un papel pro-tumoral en el CAC, mediante la secreción de 
IL17. (Walder & Neurath, 2009; Oppmann et al., 2000). 
• Los Th2 secretan principalmente TGFβ, IL4, IL5, IL10 e IL13 (Mantovani 
et al., 2002; Parkin & Cohen, 2001). Este tipo de respuesta  correlaciona 
con la progresión tumoral en el caso del cáncer de colon, tanto en 
modelos experimentales como en humanos (Rizzo et al., 2011). La 
infiltración de linfocitos Th2 en tumores y la producción de citoquinas 
IL4, IL13 e IL10, pueden participar en el reclutamiento y proliferación in 
situ de macrófagos, así como ayudar a la diferenciación de los 
macrófagos hacia M2 (Jenkins  et al., 2011; Biswas & Mantovani, 2010; 
Mantovani et al., 2002). 
- Los Treg fueron descritos por primera vez como una población de linfocitos 
CD4+ que expresan altos niveles de CD25 (Sakaguchi et al., 1995). Estos 
linfocitos pueden inhibir células efectoras en el tumor, como Tc y Th, 
mediante contacto célula-célula y/o la producción de citoquinas como IL10 o 
TGFβ (Curiel, 2007). Por lo que se les atribuye un papel principalmente pro-
tumoral, aunque también pueden ejercer un papel anti-tumoral, gracias a su 
capacidad de suprimir la respuesta inflamatoria que promueve la formación 
de tumores (Grivennikov et al., 2010; Erdman et al., 2005). 
2.3.2. Moléculas que relacionan inflamación y cáncer: citoquinas, STAT3, COX2 y 
NF-κB. 
 
Existe una gran variedad de citoquinas, que independientemente de su 
procedencia, desempeñan un papel en la progresión tumoral. Participan en la 
regulación de la activación de varias moléculas efectoras como factores de 
transcripción (NF-κB, STAT3, HIF-1α) o caspasas (Porta et al., 2009; Lin & Karin, 
2007). Hay citoquinas que inhiben la progresión tumoral favoreciendo la inmunidad 
anti-tumoral (IL12, IFNγ), mientras que otras favorecen la progresión tumoral (IL6, 
IL17). Además, también tienen un efecto directo sobre el crecimiento y la 
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Fig. I-10. Efecto de diferentes citoquinas en la progresión tumoral. La interacción entre varios 
tipos celulares del sistema inmune determinan el efecto de las citoquinas en el desarrollo y 
progresión tumoral. TRAIL: Ligando que induce apoptosis mediada por TNFα, NK: Natural killers 
cells. (Figura adaptada de Lin & Karin, 2007). 
 
Los factores de transcripción NF-κB y STAT3 son especialmente importantes 
en el desarrollo del CAC; al igual que se ha observado que hay citoquinas como 
TNFα, IL6 e IL1β, que promueven la aparición de CAC o citoquinas como IL10 o 
TGFβ, que inhiben la aparición de tumores en el colon (Terzic et al., 2010; Wang et 
al., 2009; Popivanova et al., 2008; Tang, Katuri et al.,  2005; Becker et al., 2004; 
Berg et al., 1996). 
TNFα desempaña un papel dual, a elevadas concentraciones puede producir 
la muerte de células endoteliales, así como de células tumorales (Danese & 
Mantovani, 2010; Porta et al., 2009) y a bajas concentraciones, como las que se 
producen en la inflamación crónica, promueve tumorogénesis. Por tanto, se le 
considera como un factor promotor de tumoración (Terzic et al., 2010). TNFα 
puede ser producido por las células tumorales o inflamatorias localizadas en el 
entorno tumoral. Promueve la supervivencia de las células tumorales, mediante la 
activación (vía NF-κB), de genes anti-apoptóticos (Luo et al., 2004). También está 
relacionado con la fase de iniciación del tumor, estimulando la producción de 
moléculas genotóxicas como NOS y ROS (Hussain et al., 2003). Por tanto, TNFα 
contribuye al desarrollo tumoral mediante su participación en el inicio tumoral, la 
proliferación, la angiogénesis y la metástasis (Lin & Karin, 2007). En el caso del 
CAC tanto los niveles de mRNA como de proteína se ven incrementados en el 
entorno tumoral (Terzic et al., 2010). Se ha descrito que TNFα es crucial en la 
promoción de la metástasis en el hígado a partir de células de adenocarcinoma de 
colon (Kitakata et al., 2002). 
La IL1β es otra citoquina que se produce durante los primeros estadios de la 
respuesta inflamatoria. Al igual que TNFα, presenta un papel dual en el desarrollo 
de cáncer asociado a inflamación. A bajas concentraciones, produce una 
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respuesta  inflamatoria local, que activa una respuesta inmune protectora frente al 
tumor. Por el contrario, a altas concentraciones, se desencadena una respuesta 
inflamatoria dañina asociada a cáncer (Apte & Voronov, 2002). Se ha observado 
que en pacientes con CAC hay una sobre-expresión de IL1b, mediando en el 
desarrollo tumoral (Peterson et al., 2007). 
La IL6 está relacionada con rutas inflamatorias que promueven el inicio y la 
progresión tumoral (Porta et al., 2009). Está implicada en la regulación del 
crecimiento y la diferenciación celular en varios tipos de cáncer como linfoma, 
melanoma o cáncer de próstata. También se ha descrito su participación en la 
regulación de la supervivencia de las células tumorales y en metástasis (Mihara et 
al., 2012). Actúa a través de dos moléculas, la IL6R y la gp130. Ambas se localizan 
en la membrana celular, pero la región citoplasmática de gp130 presenta varios 
dominios que desencadenan la señalización intracelular. Uno de estos dominios 
interacciona con JAK1, que activará al factor de transcripción STAT3 (Bromberg & 
Wang, 2009). La activación de STAT3 es la respuesta predominante que 
desencadena la IL6, y está implicada en procesos de proliferación y supervivencia, 
promoviendo tumorogénesis (Lin & Karin, 2007). Se ha descrito ampliamente la 
importancia de la IL6 en el desarrollo del CAC (Grivennikov et al., 2009; Bollrath, 
Phesse et al.,  2009). Mediante el uso de animales transgénicos (con ganancia o 
perdida de funcionalidad) se ha observado que la IL6, principalmente producida 
por las células mieloides de la lámina propia del colon, promueven proliferación y 
supervivencia de las células intestinales malignas, contribuyendo al inicio y 
progresión del CAC (Grivennikov et al.,  2009; Bollrath, Phesse et al.,  2009; Greten, 
Eckman et al.,  2004). Recientemente, se ha relacionado la aparición de CAC con la 
presencia de macrófagos M2, que son una de las principales fuentes de 
producción de factores promotores de la tumoración, como la IL6 (Schiechl et al., 
2011). Como ya hemos mencionado, la inflamación intestinal se asocia a elevados 
niveles de IL6, siendo éstos y los de STAT3, mayores en individuos con CU y con 
CAC que en individuos control o con CU inactiva (Li et al., 2010; Podolsky, 2002). 
Por otro lado, la IL6 participa también en promover la diferenciación de linfocitos T 
hacia Th17, favoreciendo y manteniendo la inflamación intestinal, así como 
regulando la supervivencia de linfocitos T pro-inflamatorios (Terzic et al.,  2010; 
Leppkes et al., 2009). 
La IL10 es una citoquina inmunosupresora y anti-inflamatoria. Actúa inhibiendo 
al factor de transcripción NF-κB, lo que provoca la inhibición de la producción de 
citoquinas pro-inflamatorias como TNFα o IL6 (Pestka et al., 2004; Moore et al., 
2001; Schottelius et al., 1999). Se ha descrito que en ratones deficientes en IL10 
hay un mayor desarrollo de CAC, produciéndose una respuesta inmune 
inadecuada, mediada por la producción de citoquinas de tipo Th1 (IL6) (Danese & 
Mantovani, 2010; Berg et al., 1996). También se ha descrito la participación de la 
IL10 en la regulación de linfocitos Treg, inhibiendo la inflamación intestinal, la 
displasia y el cáncer de colon (Maloy et al., 2003).  
La IL10 podría estar controlando la inflamación intestinal mediante la inhibición de 
los procesos inflamatorios mediados por IL12 o por la inhibición del factor NF-κB 
(Schottelius et al., 1999; Leach & Rennick, 1998). Por otro lado, también se ha 
descrito un papel pro-tumoral de esta citoquina, mediante la activación de STAT3. 
Esto causaría una sobre-regulación de genes anti-apoptóticos como Bcl2 o Bcl-xL 
(Alas et al., 2001). Por tanto, la IL10 puede ejercer un papel tanto tumoral como 
anti-tumoral, dependiendo de su interacción con otras citoquinas y factores que se 
encuentren en el entorno tumoral (Lin & Karin, 2007). 
La vía de TGFβ no sólo actúa a través de factores de transcripción como 
SMAD, si no que también actúa a través de la activación de las MAPKs (Derynck & 
Zhang, 2003; Derynck et al., 2001). Alteraciones en esta cascada de señalización 
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pueden derivar en la formación de tumores como ocurre en el cáncer de colon. 
Junto a la IL10, es una de las principales moléculas implicadas en 
inmunosupresión y procesos anti-inflamatorios (Lin & Karin, 2007). 
 
 
Fig. I-11. Rutas de señalización canónica y alternativa de NF-κB (A) y de STAT3 (B). (Figuras 
adaptadas de Bollrath & Greten, 2009). 
 
STAT3 es un factor de transcripción que se induce principalmente por la ruta 
de señalización mediada por IL6 (Heinrich et al., 1998; Darnell et al., 1994). Su 
activación puede estar medida por: receptores de citoquinas, algunos de ellos 
acoplados a proteínas con actividad tirosina quinasa como la familia JAK (como es 
el caso de la IL6); receptores de factores de crecimiento como VEGFR o PDGFR y 
por onco-proteínas como Src, que no presentan receptores tirosina quinasa (Yu et 
al., 2007). Su actividad está controlada por moléculas supresoras de la ruta de 
señalización mediada por citoquinas (SOCS) o por proteínas supresoras de la 
actividad de STAT (PIAS) (Shuai & Liu, 2005; Alexander, 2002) (Fig. I-11.B). Se ha 
descrito a STAT3 como una de las moléculas donde convergen un gran número de 
rutas oncogénicas. Se ha observado que aparece constitutivamente activada y a 
elevadas concentraciones, tanto en células tumorales como en células inmunes  
del entorno tumoral (Mantovani et al., 2008; Yu et al., 2007). En procesos 
tumorales, STAT3 regula la proliferación y la supervivencia celular, así como la 
angiogénesis, controlando factores anti-apoptóticos (Bcl-xL), factores de 
transcripción (myc o ciclina D1) o factores pro-angiogénicos (VEGF, HIF-1α o 
MMP9) (Xu et al., 2005; Yu & Jove, 2004; Wei et al., 2003; Niu et al., 2002; Catlett-
Falcone et al., 1999). También se ha descrito que la activación de STAT3, en las 
células tumorales, aumenta la capacidad del tumor a escapar del control del 
sistema inmune, inhibiendo la maduración de las DC y suprimiendo la respuesta 
inmune (Kortylewski et al., 2005; Wang et al., 2004). También promueve la 
tumorogénesis mediante la inhibición de la expresión de IL12 y la sobre-
producción de IL23 e IL17. Ambas citoquinas relacionadas con inhibición y 
proliferación tumoral, respectivamente (Yu et al., 2007). En el CAC, la activación de 
STAT3 a través de la ruta de señalización de la IL6, se considera crucial para la 
regeneración epitelial tras el daño y posterior desarrollo del tumor (Saleh & Trichieri, 
2011). Aunque también se ha descrito un papel dual de STAT3 en la mucosa 
intestinal. Por un lado, como anti-inflamatorio, ejerciendo un efecto protector y por 
otro,  como factor potenciador del crecimiento tumoral (Bollrath, Phesse et al., 
2009; Grivennikov et al., 2009). 
NF-κB es un factor de transcripción cuya familia, en mamíferos, esta formada 
por cinco proteínas (RelA/p65, c-Rel, RelB, NF-κB1/p50, NF-κB2/p52). Todos los 
  43  
miembros presentan: un dominio de unión a DNA homólogo a Rel, el cual es 
necesario para la formación de homo o hetrodímeros y para su localización 
nuclear, y un dominio de unión a la proteína inhibidora IκB (Ghosh & Karin, 2002; 
Baldwin, 1996). La actividad de NF-κB está regulada por la familia de inhibidores 
IκB, que se unen a dímeros de NF-κB en el citosol. Esto hace que NF-κB no pueda 
migrar a núcleo y no active la transcripción génica (Karin, 2006). A su vez, el 
inhibidor IκB está regulado por fosforilación (mediada por IKKs) y poli-
ubiquitinación. Cuando IκB se fosforila entonces se degrada vía proteasoma. Al 
degradarse IκB, NF-κB es liberado y se transloca a núcleo donde ejerce su función 
(Wang et al., 2009). Este factor de transcripción puede tener dos rutas de 
activación, una canónica y otra alternativa. Ambas participan en la conexión entre 
los procesos inflamatorios, los procesos de transformación celular y la progresión 
tumoral (Karin, 2006) (Fig. I-11.A). Por todo ello, se considera a NF-κB como la 
molécula que conecta inflamación con cáncer. Los genes diana de NF-κB se 
pueden agrupar en cuatro categorías (Greten & Karin, 2004): (I) genes anti-
apoptóticos, entre los que se encuentran miembros de la familia de Bcl2 (Karin & 
Lin, 2002); (II) genes inmunológicos e inmuno-reguladores, como los que codifican 
para la IL6 o TNFα (Karin, 2006); (III) genes que pueden regular positivamente el 
ciclo celular como ciclina D1 o c-myc (Hinz et al., 1999; Romashkova & Makarov, 
1999) y (IV) genes que codifican para moléculas que regulan negativamente a NF-
κB. Por tanto, NF-κB va ha jugar un papel muy importante en los procesos 
tumorogénicos y en la invasión tumoral, ya que promueve angiogénesis mediante 
la regulación de factores de crecimiento como VEGF (Chilov et al., 1997); la sobre-
activando COX2 (Karin, 2006) o activando a MMP9 (Takeshita et al., 1999) En el 
CAC, en la inflamación crónica previa a la enfermedad, se producen citoquinas y 
quimioquinas que provocan una respuesta inmune localizada. Esto hace que 
aumente la supervivencia de las células pre-malignas, mediante la activación de 
NF-κB (Wang et al., 2009). Hay estudios en los que eliminando la quinasa IKKb de 
forma selectiva en células epiteliales del intestino o en células mieloides, se atenúa 
la formación de tumores en el colon, disminuyendo el número y el tamaño de los 
mismos (Greten, Eckmann et al., 2004). También se ha descrito una reducción en el 
número y tamaño de los tumores al inhibirse la señalización mediada por IL6. 
Como la IL6 es un regulador de NF-κB que actúa en células epiteliales e inmunes, 
regula el crecimiento de células tumorales en los primeros estadios del CAC 
(Grivennikov et al., 2009; Becker et al., 2004). Recientemente se ha descrito en el 
cáncer de colon, la relación entre NF-κB y la presencia de b-catenina en núcleo 
(Lauscher et al., 2010). b-catenina podría inducir la transcripción de proteínas que 
contribuyen a acelerar la degradación de IκB, activándose la ruta canónica de NF-
κB. 
Por tanto, las principales rutas implicadas en el desarrollo de tumores y 
activadas por citoquinas convergen en dos factores de transcripción: STAT3 y NF-
κB (Bollrath & Greten, 2009). En el CAC, la expresión de citoquinas en las células 
epiteliales del colon inducida por NF-κB, es esencial para la activación de STAT3 
en las IEC durante la colitis aguda (Eckman et al., 2008). Por tanto, NF-κB controla 
la actividad de STAT3 en las IEC de dos modos: reclutando células mieloides que 
secreten citoquinas que activan a STAT3 y controlando la transcripción de estas 
citoquinas en las células mieloides (Bollrath & Greten, 2009). 
 
COX2 participa en la conversión del ácido araquidónico en lípidos mediadores 
de la inflamación, como las prostaglandinas. En la mayoría de los tejidos normales 
no es detectable, pero es rápidamente inducida en respuesta a mitógenos, 
citoquinas (IL1β, TNFα o IFNγ) y promotores tumorales como K-Ras. Por lo que se 
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acumulan prostaglandinas en los tejidos neoplásicos e inflamados (Wang & Dubois, 
2010; Eisinger et al., 2007). También se induce por entornos de hipoxia, por acción 
de HIF-1a (Kaidi et al., 2006). Su expresión está regulada tanto a nivel 
transcripcional, por varios factores de transcripción (NF-κB o AP-1) como a nivel 
post-transcripcional (Wang & Dubois, 2010). Estudios epidemiológicos han 
demostrado que el uso prolongado de fármacos anti-inflamatorios no esteroideos 
disminuye  el riesgo a desarrollar  cáncer, probablemente debido a la inhibición de 
COX2 (Dannenberg & Subbaramaiah, 2003). La inducción inadecuada de COX2, así 
como de las prostaglandinas, se ha relacionado con  un gran número de patologías 
tumorales como el cáncer de mama o el cáncer de colon (Hou et al., 2011; 
Greenhough et al., 2010). En el cáncer de colon su expresión se ve incrementada 
un 80% (Eberhart et al., 1994). Se ha descrito que fármacos inhibidores específicos 
de COX2 disminuyen la incidencia del cáncer de colon (Gupta & DuBois, 2001; 
Sheehan et al., 1999). El efecto pro-tumoral de COX2 está mediado por su principal 
producto metabólico, la prostaglandina 2 (PGE2), observándose elevados niveles 
de ésta en el cáncer de colon (Greenhough et al., 2009). COX2 participa en el 
desarrollo tumoral promoviendo angiogénesis mediante la inducción de factores 
como VEGF o incrementando la invasión tisular y la metástasis de las células 
tumorales (Greenhough et al., 2009; Tessner et al., 2004; Pozzi et al., 2004; Tsujii et 
al., 1998). La PGE2 también participa en la tumorogénesis, promoviendo 
supervivencia y proliferación celular. Ambos procesos mediados por la activación 
de la ruta de β-catenina, por reducción en la expresión de la IL12, con actividad 
anti-tumoral, y por el aumento de la expresión de IL23, con actividad pro-tumoral 
(Khayrullina et al., 2008; Castellone et al., 2005). 
 
 
3. Familia de las MAPKs. 
Las células de un organismo deben responder constantemente a cambios, tanto 
físicos como químicos, del ambiente que les rodea. Así pueden mantener la homeostasis y 
el buen estado de dicho organismo (Risco & Cuenda, 2012). Para poder adaptarse a estos 
cambios, una de las vías de transducción de señales más extendida en las células 
eucariotas es la vía de las MAPKs (Kyriakis & Avruch, 2001). Las MAPKs, en mamíferos, 
pueden ser activadas por un gran número de estímulos extracelulares, los cuales son 
reconocidos por una amplia variedad de receptores (Cohen, 1997). Estos estímulos se 
pueden agrupar en estímulos de estrés ambiental, como la isquemia; la radiación 
ionizante; el estrés osmótico o la presencia de especies reactivas del oxígeno o estímulos 
mediados por moléculas extracelulares, que son reconocidas por una amplia variedad  de 
receptores de membrana como pueden ser receptores de citoquinas (IL1 o TNFα); 
receptores de factores de crecimiento (EGF); receptores de hormonas (insulina); 
receptores trans-membrana acoplados a proteínas G (TGFβ) (Cuenda & Rousseau, 2007). 
La activación de las MAPKs comporta, en último término, una coordinación en la 
activación de la transcripción de genes, la síntesis de proteínas, la maquinaria del ciclo 
celular, la muerte y la diferenciación celular (Cohen, 2002). Por lo tanto, la regulación de 
estas quinasas es muy importante para la capacidad de adaptación de las células al 




Fig. I-12. Cascada de señalización de las MAPKs. 
 
Las MAPKs son una familia de quinasas que se caracterizan por estar integradas en 
una cascada de señalización modular dividida en tres niveles (Fig. I-12). Son activadas por 
fosforilación en treonina y tirosina mediada por las MEKs o MKKs, en el motivo altamente 
conservado Thr-X-Tyr. Este motivo se localiza en el lazo de activación del dominio quinasa 
VIII. A su vez, las MEKs son activadas por fosforilación en serina/treonina por las MAP3Ks. 
Al mismo tiempo, todos los elementos que componen las diferentes rutas pueden ser 
regulados por otras quinasas, haciendo que puedan ser controladas por una amplia 
variedad de activadores e inhibidores (Kyriakis & Avruch, 2001). 
Las MAPKs pueden dividirse en cuatro subfamilias: ERK1/2, ERK5, JNK y p38MAPK. 
Estas subfamilias pueden desempeñar funciones fisiológicas diferentes, tener diferentes 
sustratos y ser activadas por diferentes estímulos, pero todas ellas presentan 
características comunes (Kyriakis & Avruch, 2001). 
Las ERK1 y ERK2, en mamíferos, presentan un grado de homología del 83% y se 
expresan ubicuamente (Boulton & Cobb, 1991). Son quinasas que se activan 
principalmente frente a estímulos mitogénicos y  factores de crecimiento. Entre sus 
sustratos encontramos proteínas de membrana, factores de transcripción, proteínas de 
citoesqueleto u otras quinasas (Roux & Blenis, 2004). Promueven proliferación, división y 
supervivencia celular (Junttila et al., 2008). Debido a las gran cantidad y variedad de 
sustratos, se las ha relacionado con diversas enfermedades tales como cáncer, procesos 
inflamatorios, diabetes, enfermedades neurodegenerativas u obesidad (Lawrence et al., 
2008). 
Las JNKs presentan un grado de homología entorno al 85% entre si. JNK1 y JNK2 se 
distribuyen de forma ubicua y JNK3 aparece preferentemente en cerebro (Chen et al., 
2001). Se activan fundamentalmente en respuesta a estímulos de estrés celular como 
irradiación, choque térmico o daños del DNA, y  citoquinas pro-inflamatorias (Junttila et 
al., 2008). Sus sustratos clásicos son factores de transcripción como c-Jun, aunque 
también actúan sobre proteínas como Bcl-2 y Bcl-xL, implicadas en procesos anti-
 46   
apoptóticos (Raman et al., 2007). En función del estímulo, así como del tipo celular, se ha 
descrito que las JNKs participan en procesos como apoptosis, proliferación y 
supervivencia celular (Junttila et al., 2008). 
La ERK5 es la MAPK más grande que se ha descrito hasta ahora, con un tamaño de 
unos 100 kDa (Chen et al., 2001). Se activa principalmente en respuesta a estímulos de 
estrés celular, así como por estímulos mitogénicos (Cohen, 1997). Presenta entre sus 
sustratos factores de transcripción como c-myc o c-fos y otras proteínas como SGK y 
SAP97/hDlg, participando en la regulación de la proliferación y la supervivencia celular 
(Iñesta-Vaquera et al., 2010; Mody et al., 2001; Hayashi et al., 2001). 
 
3.1. p38MAPK. 
3.1.1. Identificación: isoformas. 
 
La subfamilia p38MAPK está constituida por cuatro isoformas: p38α, p38β, 
p38γ y p38δ. La isoforma p38α fue la primera es ser identificada en 1994 por 
cuatro grupos independientemente (Han et al., 1994; Rouse et al., 1994; Freshney 
et al.,1994; Lee et al., 1994). Originariamente se describió como un polipéptido de 
38 kDa de peso molecular que se fosforilaba en una tirosina en respuesta a una 
endotoxina, choque osmótico y citoquinas. Posteriormente, se describieron tres 
isoformas más: p38β (Enslen et al., 1998; Stein et al., 1997; Jiang et al., 1996), p38γ 
(Lechner et al., 1996; Mertens et al., 1996) y p38δ (Goedert, Cuenda et al., 1997; 
Jiang et al., 1997). Las cuatro isoformas se expresan en todos los tejidos, aunque 
p38γ es más abundante en músculo esquelético y p38δ en testículo, páncreas, 
riñón e intestino delgado (Cuenda & Rousseau, 2007). 
Los cuatro miembros que forman esta familia pueden subdividirse en dos 
grupos, uno formado por p38α y p38β, y el otro constituido por p38γ y p38δ. Los 
criterios de agrupación son tres:  
- Homología de secuencia: p38α y p38β son homólogas en un 75%, y  p38γ y 
p38δ son homólogas en un 70%. Mientras que la homología entre p38α y 
p38γ, y p38α y p38δ es del 62% y el 61% respectivamente (Iñesta-Vaquera et 
al., 2008). 
- Susceptibilidad a sustancias inhibidoras: p38α y p38β son inhibidas por  el 
compuesto SB203580, mientras que p38γ y p38δ no (Cuenda et al., 1997; 
Goedert,  Cuenda, et al., 1997). Sin embargo, todas las isoformas son inhibidas 
por el compuesto BIRB0796, aunque su inhibición es dependiente de la 
concentración del mismo (Kuma et al., 2005). 
- Selectividad de sustratos: p38α y p38β se unen con mayor afinidad a la 
proteína glucógeno sintasa, MAPKAP-K2 y MAPKAP-K3 (Cuenda & Rousseau, 
2007). Mientras que p38γ y p38δ presentan mayor afinidad de unión a 
proteínas “scaffold”. También se ha descrito que la proteína Tau, que se asocia 
a microtúbulos, se une con mayor afinidad a p38γ y p38δ que a p38α y p38β 
(Risco & Cuenda, 2012; Iñesta-Vaquera et al., 2008). 
3.1.2. Activación. 
 
En general, las p38MAPKs están fuertemente activadas por estrés ambiental y 
celular, así como por citoquinas. Por el contrario, son muy poco susceptibles de 
ser activadas por suero y factores de crecimiento (Cuenda & Rousseau, 2007; 
Kuma et al., 2004; Goedert, Cuenda et al., 1997). Esta activación se da por una 
doble fosforilación en el motivo Thr-Gly-Tyr de su lazo de activación, por acción de 
las quinasas MKK3 y MKK6 (Cuenda & Rousseau, 2007). Tanto MKK3 como MKK6 
son muy específicas en su fosforilación y sólo actúan sobre las p38MAPK, no 
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activan ni a las JNKs ni a las ERK1/2 (Cuenda et al., 1996; Raingeaud et al., 1996; 
Derijard et al., 1995). Utilizando células deficientes en MKK3 y MKK6, se ha 
demostrado que estas dos quinasas son esenciales para la activación de p38α en 
respuesta a TNFα. Sin embargo, en respuesta a la luz ultravioleta, p38α puede ser 
activada por otra MEK, MKK4, que también activa JNKs (Brancho et al., 2003). 
Utilizando también células deficientes en MKK3 y MKK6, se ha observado que 
ambas MKKs son esenciales en la activación de p38γ y p38δ frente a estímulos 
ambientales y citoquinas. Siendo MKK6 el principal mediador de la activación de 
p38γ y MKK3 el de p38δ (Remy et al., 2009). 
MKK3 y MKK6 van a ser activadas a su vez por una MAP3K, que varía en 
función del tipo celular y del estímulo que las active (Cuenda & Rousseau, 2007). 
Se han descrito diferentes MAP3Ks que activan a las p38MAPKs como MLKs, 
ASK1 y TAK1 (Cheung et al., 2003; Gallo & Johnson, 2002; Kyriakis & Avruch, 2001; 
Yamaguchi et al., 1995). A su vez estas MAP3Ks están activadas por moléculas 
que forman parte de la subfamilia de Rho como Rac1 o Rit (Sakabe et al., 2002; 
Marinissen et al., 2001; Zhang et al., 1995), así como receptores acoplados a 
proteínas G heterodiméricas (Marinissen et al., 1999). 
 
3.1.3. Sustratos y funciones. 
 
Hasta la fecha, se han descrito una gran variedad de sustratos para las 
p38MAPK. Estos sustratos pueden localizarse tanto en el citoplasma como en el 
núcleo celular, poniendo de manifiesto la amplia variedad de funciones celulares 
que pueden desempeñar (Cuenda & Rousseau, 2007). 
Como mencionamos en el apartado 3.1.1. de la Introducción, las p38MAPKs 
se pueden dividir en dos grupos en función de su capacidad para interaccionar de 
forma específica con unos u otros sustratos. Dentro del grupo que forman p38α y 
p38β, podemos encontrar entre sus sustratos, factores de transcripción (MEF2, 
SAP1, ATF2) y otras proteínas quinasas como MAPKAP-K2 y MAPKAP-K3, cuya 
activación provoca la fosforilación de factores de transcripción y regulan la 
estabilidad del mRNA de determinadas proteínas; MNKs, que participan en 
proliferación y crecimiento celular o MSK1/2 que actúan sobre la transcripción 
génica (Cuenda & Rousseau, 2007). En los últimos años se ha descrito la 
participación de p38α en la inhibición de GSK3β mediante su fosforilación en 
determinados tejidos (cerebro) o células (timocitos) (Thornton et al., 2008). Al 
mismo tiempo, p38β regula la actividad de GSK3β indirectamente, actuando como 
quinasa cebadora al fosforilar a la glucógeno sintasa (Kuma et al., 2004). 
En los últimos años se han descrito varios sustratos para el grupo constituido 
por p38γ y p38δ. p38γ posee una característica que la hace única respecto al resto 
de p38MAPK, ya que presenta en su extremo C-terminal una secuencia de unión a 
dominios PDZ. Esta característica ha contribuido a identificar sustratos para esta 
quinasa como la α1-sintrofina, interaccionando con ella a través de su dominio 
PDZ y fosforilándola (Hasegawa et al., 1999). También interacciona con los 
dominios PDZ1 y PDZ3 de hDlg/SAP97 y la fosforila. Al fosforilar a hDlg/SAP97 
hace que se disocie del citoesqueleto (Sabio et al., 2005). Además, se ha descrito 
su interacción con la proteína SAP90/PSD95, a través del dominio PDZ3 (Sabio et 
al., 2004). Aunque p38γ también presenta sustratos que no poseen dominios PDZ, 
como la proteína mitocondrial Sap (Court et al., 2004) o el factor de transcripción 
MyoD (Gillespie et al., 2009). En el caso de p38δ se ha visto que fosforila a Tau, una 
proteína neuronal que está asociada a microtúbulos (Yoshida & Goedert, 2006; 
Feijoo et al., 2005; Goedert, Hasegawa et al., 1997), así como con la proteína 
“stathmin”, que también interacciona con microtúbulos (Parker et al., 1998). Esto 
 48   
pone de manifiesto la posible implicación de p38δ en la regulación de la dinámica 
de microtúbulos. Otro sustrato sobre el que actúa p38δ fosforilándolo e 
inactivándolo es el factor de elongación eucariótico 2 (eEF2) (Knebel et al., 2002; 
Knebel et al., 2001). Se ha descrito recientemente que p38δ puede también 
interaccionar y fosforilar a PKD1, sugiriendo su participación en la regulación de la 
secreción de insulina por las células b del páncreas (Sumara et al., 2009). 
 
3.1.4. Papel de las p38MAPKs en patologías. 
 
Cada vez existen más evidencias de la importante función que desempeñan 
las p38MAPK en procesos patológicos, contribuyendo a considerar a esta 
subfamilia de las MAPKs como posibles dianas terapéuticas (Fig. I-13). 
La implicación de p38α en procesos inflamatorios está ampliamente descrita, 
participando en la regulación de la síntesis de citoquinas pro-inflamatorias  anti-
inflamatorias (Cuenda & Rosseau, 2007). p38α puede regular la expresión de estas 
citoquinas a nivel transcripcional o post-transcripcional, regulando la estabilidad de 
los mRNA y la movilidad de las proteínas (Wagner & Nebreda, 2009; Karin, 2006). 
La producción de citoquinas pro-inflamatorias, especialmente TNFα, IL1β e IL6, 
desempeña un papel crucial en el desarrollo de enfermedades como artritis 
reumatoide, la enfermedad de Crohn o la psoriasis (Cuenda & Rousseau, 2007). 
También se ha descrito la participación de p38α en procesos como proliferación 
(Thornton & Rincon, 2009; Halawani et al., 2004; Ambrosino & Nebreda, 2001), 
supervivencia (Aguirre-Ghiso, 2007; Comes et al., 2007), diferenciación (Cuadrado 
& Nebreda, 2010; Ventura et al., 2007; Cuenda & Rousseau, 2007; Schmelter et al., 
2006), migración y metástasis (Rousseau et al., 2006, Hiratsuka et al., 2006; 
McMullen et al., 2005). Todos estos procesos son característicos en el desarrollo 
del cáncer (Hanahan & Weinberg, 2011).  
Por otro lado, también se ha descrito la participación de las isoformas p38γ y 
p38δ en procesos como proliferación, ciclo celular y apoptosis, controlando el 
desarrollo tumoral. Así como en enfermedades metabólicas y regeneración tisular 
(Risco & Cuenda, 2012; Cuadrado & Nebreda, 2010; Cuenda & Rousseau, 2007). 
En el caso de p38γ se ha observado un comportamiento dual en función del 
tipo celular o del modelo experimental (Risco & Cuenda, 2012). Por un lado, se ha 
descrito un efecto pro-tumoral en células epiteliales de intestino de rata y en 
cáncer de mama humano, donde se ha visto un incremento de p38γ en la 
transformación celular inducida por Ras (Tang, Qi et al.,  2005, Loesch & Chen, 
2008). Por el contrario, se ha descrito un efecto anti-tumoral en fibroblastos 
embrionarios de ratón (MEF) deficientes en p38γ, que presentan un incremento en 
la migración celular y en la secreción de la metaloproteinasa MMP2 (Cerezo-
Guisado et al., 2011). En este mismo estudio, se ha descrito, tanto in vivo como in 
vitro, que MEF re-transformadas con K-Ras y carentes en p38γ promueven un 
incremento en la proliferación celular y la tumorogénesis. También se ha descrito la 
participación de esta isoforma en procesos de diferenciación de musculo 
esquelético, participando en la regeneración muscular en adultos (Cuadrado & 




Fig. I-13. Funciones fisiológicas e implicaciones patológicas de las rutas de señalización de 
las p38MAPKs. (Figura adaptada de Cuenda & Rousseau, 2007). 
 
En cuanto a la participación de p38δ en procesos tumorales, se ha descrito 
que esta quinasa promueve la aparición de carcinoma de piel, mediante la 
regulación de la proliferación celular y la invasión (Junttila et al., 2007, Schindler et 
al., 2009). También participa en procesos como la diabetes, en donde p38δ podría 
jugar un papel importante en el control de la regulación de la secreción de insulina, 
así como la muerte de las células β (Sumara et al., 2009); o la psoriasis, 
participando en el proceso de diferenciación de los queratinocitos, regulando la 
expresión de involucrina, proteína que se expresa durante la diferenciación de 
dichas células (Eckert et al., 2003).  
Tanto p38γ como p38δ fosforilan a la proteína Tau en residuos que impiden el 
ensamblamiento de microtúbulos. Además, estos residuos se han encontrado 
fosforilados en Tau de pacientes con Alzehimer, lo que sugiere una implicación de 
ambas quinasas en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como dicha 
enfermedad (Cuenda & Rousseau, 2007). 
 
4. Modelos de CU y CAC en ratones. 
4.1. Modelo de CU. 
En las enfermedades inflamatorias, como la CU, participan un amplio número de 
factores, haciendo que sea un modelo altamente complejo. Estos factores se han 
dividido artificialmente en seis componentes: susceptibilidad genética, factores 
ambientales, inmunidad adquirida, inmunidad innata, inflamación no específica y 
cierre de herida. De éstos, los tres primeros estarían implicados en los primeros 
estadios de la enfermedad y los tres últimos, en rutas de inflamación tardía y 
reparación (Elson et al., 1995). 
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El estudio de la CU, mediante el uso de animales de experimentación, permite 
mimetizar los síntomas y mecanismos implicados en la enfermedad en humanos. Uno 
de los modelos más utilizados es el tratamiento de ratones con sulfato sódico de 
dextrano (DSS) (Okayasu et al., 1990). El DSS permite el análisis de factores 
ambientales implicados en CU, así como de la inmunidad innata e inespecífica. 
Aunque en menor medida, también facilita el estudio del proceso de reparación de las 
lesiones por el mecanismos de cierre de herida (Elson et al., 1995). 
No se conoce exactamente cómo funciona el DSS a la hora de desarrollar la CU. 
Si se sabe que participa, a nivel de las células epiteliales del colon, en procesos 
citotóxicos, interfiriendo en la correcta interacción entre: las células epiteliales, los 
linfocitos intra-epiteliales y proteínas de la matriz extracelular. También participa en la 
modulación de la expresión de receptores de membrana, alterando su función (Ni et 
al., 1996). Por tanto, el DSS actuaría incrementando la permeabilidad de la mucosa, 
haciendo que se rompa la barrera funcional que ésta constituye e induciendo un 
proceso inflamatorio en la mucosa del colon (Kitajima et al., 1999). 
Se ha visto que mediante administración oral, disuelto en el agua, el DSS genera 
colitis aguda o crónica en los ratones (Okayasu et al., 1990), pero su grado de 
actuación depende de varios factores:  
- El peso molecular del DSS utilizado: este factor hace que la severidad, así que 
como la localización de las lesiones varíe. La utilización de DSS de peso 
molecular entorno a los 40 kD, provoca una inflamación severa, principalmente 
localizada en la zona distal del colon (Kitajima et al., 2000). 
- Diferente susceptibilidad al DSS en función de la cepa de ratón utilizada (Mähler 
et al., 1998). 
- La dosimetría y el tiempo de aplicación (Melgar et al., 2005). 
4.2. Modelo de CAC. 
Para mimetizar en ratones los procesos que ocurren en el desarrollo del CAC en 
humanos, se utiliza el compuesto carcinogénico azoximetano (AOM). Este compuesto 
se combina con ciclos de agua con y sin DSS, simulando una colitis crónica (Okayasu 
et al., 1996). Se ha observado que individuos con colitis ulcerosa crónica, presentan 
ciclos de enfermedad y recuperación. Esto provoca una constante alternancia entre 
procesos de reparación de la mucosa y procesos de destrucción de la misma. Estos 
ciclos hacen que aumente la susceptibilidad de la mucosa a desarrollar cáncer de 
colon (Okayasu et al., 1996). Una única  inyección de AOM es suficiente para 
desarrollar tumores de modo específico en el colon (Tanaka et al., 2003). Además, 
éstos son similares a los adenomas desarrollados en humanos, apareciendo 
neoplasias a nivel de las criptas, restos de procesos apoptóticos, así como 
acumulación de células inflamatorias en la lámina propia (Boivin et al., 2003) 
El AOM actúa produciendo la aparición de focos de criptas aberrantes, que van 
degenerando hasta la aparición de adenomas y, finalmente, adenocarcinomas 
malignos (Takahashi & Wakabayashi, 2004). En la célula, este compuesto produce 
mutaciones del DNA, cambiando los nucleótidos G:C a A:T (Chen & Huang 2009). 
Pero no lo hace interaccionando directamente con el DNA, sino que debe ser activado 
previamente (Chen & Huang 2009). Para su activación, el AOM es hidroxilado por el 
citocromo P-450, concretamente por el CYP2E1, dando lugar a metilazoximetanol 
(MAM). El MAM se puede oxidar o decaer (sin participación del citocromo), dando 




Fig. I-14. Mecanismos de acción del AOM y rutas que se ven comprometidas por su acción 
mutagénica. (Figura adaptada de Chen & Huang, 2009 y Takahashi & Wakabayashi, 2004). 
 
El AOM provoca la aparición de cáncer de colon alterando tres rutas 
principalmente (Chen & Huang 2009): 
- La ruta de K-Ras: provocando mutaciones puntuales en esta proteína, lo que 
hace que se active, activando a su vez las dos rutas que controla: la ruta 
PI3K/PKB y la ruta de las MAPKs, promoviendo carcinogénesis (Takahashi & 
Wakabayashi, 2004). 
- La ruta de la β-catenina: provocando mutaciones en los residuos de β-catenina 
que son fosforilados por GSK3β. Lo que conlleva una acumulación de la β-
catenina, promoviendo carcinogénesis. 
- La ruta de TGFβ: se ve disminuida con el tratamiento de AOM, lo que hace que 
se pierda el efecto anti-tumoral de dicha ruta. 
Las alteraciones mediadas por AOM en genes como K-Ras o β-catenina, también 
provocan anomalías en la expresión de proteínas como iNOS o COX2. Esto 
contribuye a la aparición de tumores en el colon (Takahashi & Wakabayashi, 2004) 
(Fig. I-14). El tratamiento con AOM es un modelo que mimetiza el cáncer de colon no 
hereditario. Por tanto, su histología es semejante al cáncer de colon esporádico que 
sufren los humanos en la parte distal del mismo (Bissahoyo et al., 2005). Debido a que 
esta enfermedad es altamente dependiente de la susceptibilidad genética de cada 
individuo, hay que tener en cuenta a la hora de utilizar este modelo: la cepa de ratón 
utilizada para llevar a cabo el ensayo (Suzuki et al., 2006) así como la dosis de AOM a 













































































































































Hasta ahora, se ha descrito la participación de la isoforma p38α en procesos 
inflamatorios, pero no la del resto de isoformas de las p38MAPKs. Sin embargo, cada vez 
hay más evidencias del papel desarrollado por p38γ y p38δ en procesos inflamatorios, 
como por ejemplo los mediados por LPS. También están apareciendo, en los últimos 
años, múltiples estudios sobre la participación de p38γ y/o p38δ en procesos relacionados 
con la formación y desarrollo de tumores, mediante la regulación de procesos como 
proliferación, apoptosis, diferenciación celular, ciclo celular, etc. 
 
El objetivo general, de esta tesis doctoral, es analizar la participación de p38γ y p38δ 
en el desarrollo de cáncer de colon asociado a colitis y los procesos inflamatorios 
asociados a la colitis ulcerosa, mediante el uso de ratones deficientes en p38γ y/o p38δ.  
 
Para poder alcanzar este objetivo general, nos planteamos los siguientes objetivos 
parciales: 
 
1.-  Estudiar el fenotipo de ratones p38γ-/- y/o p38δ-/- a los que se les ha inducido 
CAC, mediante el análisis de procesos implicados en el desarrollo tumoral (proliferación y 
apoptosis), así como el estudio de moléculas y células implicadas en inflamación y 
tumorogénesis. 
2.-  Analizar el fenotipo de ratones p38γ-/- y/o p38δ-/- a los que se les ha inducido CU, 
mediante la valoración de proteínas (como citoquinas) y moléculas (como NF-κB y STAT3) 


































































































































































1. Tampones y reactivos. 
1.1. Tampones ‐ Tampón de lisis: 50mM Tris/HCl pH 7.5, 1% Triton-X-100 (v/v), 1mM EDTA, 1mM 
EGTA, 50mM fluoruro sódico (NaF), 10mM β-glicerofosfato sódico, 5mM 
pirofosfato sódico (Na4P2O7), 1mM ortovanadato sódico (Na3VO4), 0.27M sacarosa. 
En el momento de uso, se añade 0.1% de β-mercaptoetanol (v/v)  y el coctel de 
inhibidores de proteasas de Roche (Complete protease inhibitor cocktail tablets). El 
ortovanadato sódico se preparó disolviéndose en agua, sometiéndolo a varios 
ciclos de calentamiento (hasta ebullición) y enfriamiento (hasta temperatura 
ambiente) y ajustando el pH a 10. Estos ciclos se repitieron hasta la decoloración 
de la solución y se ajustó el pH nuevamente a 10. Este proceso hace que el 
ortovanadato sódico se despolarice y favorezca la inhibición de las enzimas tirosin-
fosfatasas. ‐ Tampones para la extracción de proteínas de modo secuencial tipo Kelmer:  
Tampón 1: 25mM Tris/HCl pH 7.5, 10mM cloruro sódico (NaCl), 1mM EGTA, 5mM  
cloruro de magnesio (MgCl2), 10% NonidetP-40 (v/v), 1mM DTT, 10mM 
ortovanadato sódico (Na3VO4) y el coctel de inhibidores de proteasas de Roche. 
Tampón RIPA: 25mM Tris/HCl pH 7.5, 150mM NaCl, 0,1% SDS (w/v), 1% 
NonidetP-40 (v/v), 0,5% deoxicolato sódico (C24H39NaO4) (w/v), 1mM EGTA y 5mM 
pirofosfato sódico (Na4P2O7). ‐ Tampón de carga de electroforesis 5X: 250mM Tris/HCl pH 6.8, 10% SDS (w/v), 
30% glicerol (v/v), 5% β-mercaptoetanol (v/v) y 0.02% azul de bromofenol (w/v). ‐ TBS/TBS-T: 50mM Tris/HCl pH 7.4 y 100mM NaCl. El TBS-T contiene además 
0.05% de Tween20 (v/v). ‐ PBS: 137mM NaCl, 2.7mM cloruro potásico (KCl), 4.3mM fosfato sódico (Na3PO4) y 
1.4mM bifosfato potásico (K2HPO4). ‐ Tampón de electroforesis 10x: 25mM de Tris/HCl pH 8.3, 0.1% SDS (w/v) y 195mM 
glicina. ‐ Tampón de transferencia 10x: 25mM Tris/HCl pH 8.3 y 195mM glicina. En el 
momento de uso se le añade un 20% de metanol (v/v).  ‐ En la técnica de TUNEL se utilizaron los siguientes tampones:  
Tampón TdT 5x: 125mM Tris/HCl pH8.8, 1.25mg/ml BSA,1M cacodilato sódico 
dihidratado ((CH3)2AsO2Na·2H2O). 
Mezcla de reacción TdT: transferasa terminal recombinante (1200unidades) (Roche, 
Terminal transferase, recombinant), 2µl de biotin-16-dUTP (Roche), diluido en 




1.2. Reactivos ‐ En los contrastes histológicos se utilizó hematoxilina de Harris (Merck) 1:1 (v/v) en 
agua  del grifo y eosina al 0,5% en solución alcohólica (v/v) (Merck). 
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‐ Los epítopos de las secciones histológicas incluidas en parafina se recuperaron 
mediante una solución de citrato sódico (C6H5Na3O7) 10mM pH 6 al que se le 
añade un 0.05% Tween 20 (v/v). ‐ El bloqueo de epítopos inespecíficos de los cortes histológicos se realizó con un 
3% suero de cabra (v/v) y 0.25% Triton-X-100 (v/v) diluidos en PBS.  ‐ Los núcleos celulares de las preparaciones histológicas se tiñeron con Hoechst 
33342 (bisBenzimide H33342 trihydrochloride, Sigma-Aldrich). ‐ Se utilizaron dos medios de montaje: uno para las histoinmunofluorescencias, 
compuesto por glicerol y PBS (1:1, v/v) y otro para los contrastes histológicos con 
hematoxilina y eosina, en los que se usó Eukitt® mounting medium (Leica). ‐ Azoximetano (AOM): es un potente carcinógeno (C2H6N2O) que inyectado en los 
ratones induce la aparición de cáncer de colon (Sigma-Aldrich, A2853). ‐ Sulfato sódico de dextrano (DSS) M.W.= 36,000-50,000: es una sustancia que 
promueve la inflamación de la mucosa del colon (MP Biomedicals, 160110). 
2. Ratones. 
Los ratones utilizados en esta tesis fueron generados al deleccionar los genes p38γ, 
p38δ o ambos, en ratones con fondo genético mixto C57BL/6, mediante recombinación 
homóloga. Como el gen de p38γ se localiza en el cromosoma 22q y el de p38δ en el 6p, 
esto permitió generar ratones deficientes en ambas proteínas, cruzando ratones carentes 
en p38γ con ratones deficientes en p38δ.  (Sabio et al., 2005). 
Las colonias se mantuvieron libres de patógenos en el animalario del Centro Nacional 
de Biotecnología (CNB), Madrid (España). El manejo de los ratones se realizó de acuerdo 
con los protocolos establecidos por la Unión Europea (86/609/EEC), revisados y 
aprobados por el Comité Institucional de Bienestar Animal del CNB. 
 
3. Tratamientos realizados con ratones. 
Todos los tratamientos descritos en esta sección se realizaron en ratones silvestres 
(wt), deficientes en p38γ (p38γ-/-), en p38δ (p38δ-/-) y carentes en ambas proteínas (p38γ/δ-/-
). 
 
3.1. Modelo de colitis ulcerosa (CU) en ratones. 
El tratamiento se llevo a cabo tratando a ratones de entre 7 y 9 semanas de edad 
con un 3% de DSS (w/v) (apartado 1.2. de Materiales y métodos) disuelto en el agua 
de beber. En función del análisis a realizar posteriormente, los ratones se sacrificaron 
a diferentes tiempos (Fig. M-1.A): ‐ Valoración de los niveles de citoquinas secretadas por el colon: tras 5 días de 
tratamiento con DSS, hubo dos días de recuperación con agua normal y 
posteriormente, los animales fueron sacrificados con CO2. ‐ Valoración del grado de apoptosis: los animales fueron sacrificados a los 2 y 4 
días del inicio del tratamiento con DSS. ‐ Valoración del proceso de colitis ulcerosa y recuperación del mismo: los 
ratones fueron tratados durante 5 días con DSS disuelto en el agua y a 




3.2. Modelo de cáncer de colon asociado a colitis (CAC) en ratones. 
Ratones de entre 7 y 9 semanas de edad fueron tratados con 10mg/kg de AOM 
(apartado 1.2. de Materiales y métodos) mediante inyección intra-peritoneal. En el 
caso de los animales control, en lugar de AOM se les inyecto PBS, solución en la que 
iba disuelto el producto. Tras cinco días de recuperación, se les administró  un 2% de 
DSS (w/v) en el agua para beber durante 5 días, y a continuación, dos semanas de 
recuperación, con ingesta de agua sin DSS. Este ciclo, DSS y agua sin tratamiento, se 
repitió tres veces (Fig. M-1.B). Tras los tres ciclos de tratamiento, se observó la 
aparición de tumores en el colon de los animales.  
 
 
Fig. M-1. Esquemas de la línea del tiempo de los modelos CU (A) y CAC (B) en ratones. Para la 
valoración de (i) la secreción de citoquinas, (ii) la apoptosis celular y (iii) el proceso inflamatorio asociado a la 
colitis y su posterior recuperación.  
 
3.3. Valoración y seguimiento de los tratamientos. 
En todos los experimentos realizados, se hizo un seguimiento tanto del peso de 
los ratones (antes y después de cada tratamiento), como de la longitud del colon 
(tanto de los ratones tratados como los ratones control). También se valoró la 
mortalidad de los ratones en el modelo de CAC. 
En el caso del modelo de CU, la valoración histopatológica de las secciones 
teñidas con hematoxilina y eosina (H&E) de los animales tratados y los controles, se 
hizo siguiendo dos escalas semi-cuantitativas descritas en Neurath et al., 2002. Una 
escalada para valorar el grado de inflamación epitelial desde 0 a 4: 0= no hay 
evidencias de inflamación, 1= bajo nivel de inflamación con infiltración dispersa de 
células mononucleares, 2= inflamación moderada con múltiples focos, 3= alto nivel de 
inflamación con incremento de la densidad vascular y marcado adelgazamiento de la 
pared y 4= inflamación altamente severa, con infiltración trans-mural de leucocitos y 
perdida de células caliciformes. Otra escala para valorar el grado de daño epitelial 
desde 0 a 4: 0= no hay evidencias de daño epitelial, 1= lesiones epiteliales 
ocasionales, 2= 1-2 focos de ulceración, 3= menos de 5 focos de ulceración, 4= más 
de 5 focos de ulceración.  
Todos los tumores y úlceras encontrados en la valoración histopatológica de las 
secciones teñidas con H&E fueron medidos en superficie. 
 
4. Procesamiento histológico de las muestras de colon. 
4.1. Embebido en parafina de las muestras de colon. 
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Tras los diferentes tratamientos, los ratones fueron sacrificados en una cámara de 
CO2 y se extrajo el colon. Éste se abrió longitudinalmente y se limpió, eliminando 
todos los restos de heces que hubiese. A continuación, se fijó con formalina 10% 
durante 24 horas, se enrollo sobre si mismo (desde la parte distal a la proximal) y se 
procesó mediante inclusión en parafina en el procesador automático de tejidos 
TP1020 (Leica). Se siguió un proceso de deshidratación pasando por diferentes baños 
de 2 horas de duración cada uno (etanol 70% (v/v), etanol 80% (v/v), etanol 90% (v/v), 
etanol absoluto, xilol, parafina), hasta quedar totalmente incluido en parafina. Una vez 
incluidas las muestras en parafina se hicieron los bloques en la estación de montaje 
EG1130 (Leica) y se realizaron cortes seriados de 5µm de grosor con el microtomo 
HM310 (Micron International), hasta cortar el colon completo (todo el bloque). 
 
4.2. Tinciones histológicas. 
4.2.1. Contrastes con H&E. 
Se hicieron tinciones con H&E (apartado 1.2. de Materiales y métodos) en 
secciones tomadas cada 200µm, a lo largo de todo el colon.  
Se desparafinaron las muestras mediante baños sucesivos en diferentes 
sustancias: xilol (2 veces (2x) 15 min), etanol absoluto (6 min), etanol 96% (v/v) (7 
min) y agua (2x3 min), hasta re-hidratar completamente las muestras. A 
continuación, se pasaron a un baño de hematoxilina durante 2 min, para teñir los 
núcleos celulares. Se lavó el exceso de tinte con agua caliente, aproximadamente 
40ºC, durante 10 min. Tras lo cual, se pusieron las muestras en un baño con eosina 
durante 2 min, para teñir los citoplasmas celulares.  
Se deshidrataron las muestras nuevamente baños sucesivos en etanol 96% 
(v/v) (5 min), etanol absoluto (5 min) y xilol (2x1 min). Finalmente, las tinciones se 
montaron con medio de montaje (apartado 1.2.) y se les colocó un cubre. 
En las valoraciones histopatológicas se utilizó un microscopio de campo claro 
Eclipse E600 (Nikon) y una lupa MZ APO (Leica) con cámara incorporada (Leica). 
Para la captura de las imágenes se usó el software QWin (Leica). 
 
4.2.2. Histoinmunofluorescencia. 
Se desparafinaron las secciones histológicas mediante una serie de baños 
sucesivos en xilol (3x5 min), etanol absoluto (2x5 min), etanol 95% (v/v) (2x5 min), 
etanol 70% (v/v) (2x2 min), etanol 50% (v/v) (2x2 min), agua MilliQ (2 min) y PBS (5 
min). 
A continuación, se realizó una recuperación de los epítopos mediante calor. 
Los cristales se pusieron en un baño con una solución de citrato sódico (apartado 
1.2. de Materiales y métodos) y se calentaron durante 5 min a 700w en un 
microondas. Tras dejar enfriar los cristales, se realizó un pre-tratamiento con un 
anticuerpo anti-inmunoglobulina G (IgG), para evitar interacciones inespecíficas del 
anticuerpo secundario. En nuestro caso, sólo se realizó el pre-tratamiento en las 
secciones donde se utilizó como anticuerpo secundario un anti-ratón. El pre-
tratamiento consistió en incubar las muestras durante 15 min a temperatura 
ambiente con anti-IgG de ratón diluido 1/750 (v/v) en solución de bloqueo 
(apartado 1.2. de Materiales y métodos). Posteriormente se lavaron las muestras 
con PBS para retirar el anti-IgG sobrante. 
Las muestras se bloquearon con solución de bloqueo durante 1 hora a 
temperatura ambiente. A continuación, se incubaron con el anticuerpo primario 
específico disuelto en solución de bloqueo, a la concentración correspondiente 
(Tabla M-1), durante toda la noche a 4ºC , en cámara húmeda y oscura. Al día 
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siguiente, se lavaron con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario 
indicado, disuelto en solución de bloqueo durante 1,5 horas a temperatura 
ambiente, en cámara húmeda y oscura. El exceso de anticuerpo se lavó con PBS y 
se procedió a hacer una tinción de núcleo con el tinte vital Hoechst 33342 
(10mg/ml) (apartado 1.2. de Materiales y métodos) disuelto en solución de bloqueo 
durante 10 min, en cámara húmeda y oscura. El exceso de tinte se lavó con PBS y 
se montaron las preparaciones con medio de montaje (apartado 1.2. de Materiales 
y métodos) y un cubre para su posterior valoración por microscopía confocal. Los 
controles negativos de anticuerpo secundario, para eliminar la señal inespecífica, 
se realizaron siguiendo el mismo protocolo ya descrito, pero variando el paso en 
que se incubaron las muestras con el anticuerpo primario. En su lugar, se 
incubaron las muestras con solución de bloqueo, no conteniendo el anticuerpo 
primario. 
Todos los anticuerpos secundarios (Jackson) utilizados presentaban unido un 
marcador fluorescente de tipo Alexa, concretamente Alexa 647, que absorbe luz en 
una longitud de onda de 647nm y emite en una longitud de onda de 670nm, en el 
rango del rojo lejano. Por este motivo hemos utilizado un microscopio confocal 
espectral TCS SP5 (Leica). Las  condiciones de adquisición de las imágenes no 
han sido de máxima confocalidad, ya que se ha recogido la luz emitida de varios 
planos en la misma imagen, para no perder información. La adquisición de todas 
las fotográficas con el microscopio confocal TCS SP5 (Leica) fueron llevas a acabo 
por le servicio de microscopia confocal del CNB. 
 
5. Obtención de proteínas y RNA a partir de tejido de colon. 
El colon limpio de heces se congeló y se pulverizó con un mortero de laboratorio. El 
tejido se mantuvo congelado con nitrógeno líquido durante todo el proceso. A 
continuación, la muestra resultante se dividió en dos, una parte para la obtención de 
proteínas y su posterior valoración por “western blot” (WB) y otra parte para la extracción 
de RNA y su posterior valoración por qRT-PCR. 
 
5.1. Obtención de proteínas. 
Las muestras generadas se lisaron añadiendo dos volúmenes de tampón de lisis 
(apartado 1.1. de Materiales y métodos) por volumen de muestra. Se homogenizó por 
agitación y se dejó durante 5 min a 4ºC. A continuación, las muestras se centrifugaron 
en una centrífuga de mesa refrigerada (4ºC) durante 15 min a 14000 r.p.m. (Mikron 
200R de Hettich zentrifugen). Se recogió el sobrenadante, donde se encontraba el 
extracto proteico, y se descartó el “pellet”, donde quedan los restos celulares y el 
DNA. Las muestras se congelaron en nitrógeno líquido y se conservaron a -80ºC. 
Para determinar la concentración de proteínas en el extracto obtenido, se utilizó 
el método colorimétrico de Bradford, en el que se mide la absorbancia de una 
muestra utilizando el reactivo de Coomassie (Pierce). La concentración de la muestra 
se determina extrapolando los valores de absorbancia en una recta patrón. Ésta se 
construye con concentraciones conocidas de albúmina de suero bovino (BSA). Para 
calcular la absorbancia de cada muestra, se tomó 1µl de la muestra disuelto en 100µl 
de agua destilada y se añadió 1ml de reactivo de Coomassie. A continuación, se 
midió la absorbancia a 595nm en un espectrofotómetro Genesys6 
(Thermospectromic). Se hicieron dos mediciones independientes de cada muestra. 
 
5.2. Aislamiento de RNA total. 
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La extracción del RNA se hizo a partir de muestras de colon obtenidas tras los 
diferentes tratamientos. Todo el proceso se llevó a cabo con material y agua libre de 
RNasas.  
A las muestras se les añadió 1ml de Tri Reagent (Sigma), se homogenizaron por 
agitación y se incubación durante 5 min a temperatura ambiente. A continuación, se 
añadieron 200µl de cloroformo (Merck) a cada muestra, los tubos se agitaron 
suavemente y se dejaron durante 10 min a temperatura ambiente. Trascurrido este 
tiempo, se centrifugaron durante 15 min a 14000 r.p.m. y a 4ºC en una centrifuga de 
mesa refrigerada 5804R (Eppendorf). Tras lo cual, se recogieron las fases acuosas.  
Sobre estas fases acuosas se añadieron 500µl de isopropanol (Merck). Los tubos 
se voltearon 10 veces, dejándolos a -20ºC un mínimo de 2 horas. Las muestras se 
centrifugaron en la centrífuga de mesa refrigerada durante 15 min a 14000 r.p.m. y a 
4ºC, y se descartó el sobrenadante. Sobre los “pellets” se añadieron 200µl de etanol 
al 70% (v/v). Las muestras se centrifugaron de nuevo durante 5 min a 13000 r.p.m. y a 
4ºC, tras lo cual se desechó el máximo sobrenadante posible. Por último, al quedar 
restos de etanol 70% en las muestras, se utilizó un concentrador de muestras 
(Integrated speedvac system ISS110, Savant) para eliminarlo. Finalmente, se 
resuspendió el RNA obtenido en un volumen de 50µl de agua y se almacenó a -80ºC. 
La cuantificación de la concentración del RNA aislado se realizó con el 
espectrofotómetro ND1000 (Thermoscentific Nanodrop). 
 
6. Disgregación de colon. 
6.1. Obtención de criptas. 
El colon se abrió longitudinalmente y se limpiaron los restos de heces. Los tejidos 
se mantuvieron en HBSS frío durante el tiempo que duró la extracción de todas las 
muestras (15-20 min). Posteriormente, se incubaron durante 15 min, a temperatura 
ambiente, en HBSS suplementado con 100U/ml de penicilina y 0.1mg/ml de 
estreptomicina. 
A continuación, se cortó el colon en pequeños trozos con un bisturí y se incubó 
en HBSS complementado con 8mM EDTA durante 15 min a 37ºC. Tras lo cual, se 
retiró el HBSS+EDTA y se añadió HBSS frío. Se agitó enérgicamente para desprender 
las criptas del epitelio del colon y se dejó decantar durante 1 min aproximadamente. 
Para comprobar que las criptas se separaban, se tomó una alícuota de 20µl del 
sobrenadante de decantación y se observó la presencia de criptas mediante un 
microscopio de campo claro (Axiovert 40 CFL, Zeiss). Este proceso se repitió durante 
al menos cuatro veces más, hasta desprender la casi totalidad de las criptas. Los 
sobrenadantes de la decantación se recogieron y se centrifugaron en una centrífuga 
de mesa refrigerada (4ºC) durante 15 min a 1500 r.p.m. (Mikron 200R de Hettich 
zentrifugen). A continuación, se descartó el sobrenadante y se recogieron los 
“pellets”, donde se localizaban las criptas del epitelio del colon. 
 
6.2. Fraccionamiento celular tipo Kelmer. 
Las criptas obtenidas por el procedimiento anteriormente descrito, se lisaron de 
manera secuencial mediante choque hipotónico y detergentes. Así se obtuvieron por 
separado las proteínas procedentes del citoplasma y por otro lado las del núcleo 
celular. 
Las criptas se incubaron con 500µl de tampón 1 (apartado 1.1. de Materiales y 
métodos) a 4ºC durante 30 min, para que se diese la lisis celular, tras lo cual se 
centrifugaron en una centrífuga de mesa refrigerada (4ºC) (Mikron 200R de Hettich 
zentrifugen) durante 15 min a 12000 r.p.m. Se recogió el sobrenadante, donde se 
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localizan las proteínas citosólicas y en el “pellet” quedan los restos celulares. Este 
“pellet” se incubó con 100µl de tampón RIPA (apartado 1.1. de Materiales y métodos). 
La mezcla se homogenizó con una aguja fina (25G 5/8”, BD MicrolanceTM) y el 
homogenizado se centrifugó durante 10 min a 14000 r.p.m. y a 4ºC en la centrífuga de 
mesa refrigerada. En el sobrenadante resultante obtuvimos las proteínas procedentes 
de la fracción nuclear. En la figura M-2 se muestra el control de la fragmentación 
hecho mediante WB. 
 
 
Fig. M-2. Control del fraccionamiento celular mediante WB. Se valoraron por 
WB, en células epiteliales de colon, la presencia de histonas, como control de la 
fracción nuclear, y de IκB-α, como control de la fracción citoplasmática. 
 
7. Inmunoprecipitación de proteínas. 
Mediante la inmunoprecipitación obtenemos muestras enriquecidas en la proteína 
de interés. En el proceso se utilizó la proteína G-sefarosa (Protein G sepharoseTM 4 
Fast Flow, GE Healthcare), que se mantiene en etanol al 20% y a 4ºC, por lo que 
previamente hay que equilibrarla en PBS. A continuación, se acopló el anticuerpo que 
reacciona con la proteína de interés (2µg  por muestra) a la proteína G-sefarosa (10µl 
por muestra), mediante una incubación de 30 min, a 4ºC y en agitación. 
Posteriormente, se eliminó el exceso de anticuerpo con dos lavados con PBS. 
Seguidamente, se añadieron las muestras y se incubaron durante 2 horas, a 4ºC y en 
agitación. Transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron durante 1 min, a 
13000 r.p.m. y a 4ºC, en la centrífuga de mesa refrigerada. El “pellet” resultante se lavó 
dos veces en tampón de lisis que además contenía 0.5M de NaCl y otros dos lavados 
con tampón de lisis sin sal. 
Para analizar las muestras por WB, se añadió tampón de carga 5x y las muestras 
se desnaturalizaron durante 5 min a 90ºC. Este paso hace que las proteínas se 
separen de la matriz de G-sefarosa. Finalmente, las muestras se centrifugaron y se 






Tabla M-1. Anticuerpos utilizados para la detección de proteínas mediante “western-blot” (WB) e 
histoinmunofluorescencia (HI). 
 
8. Análisis de proteínas por electroforesis e inmunodetección (Western 
blot). 
8.1. Electroforesis. 
Este método nos permite separar las proteínas en función de su peso molecular, 
variando el porcentaje de bis-acrilamida y la carga eléctrica de la misma, aplicando un 
campo eléctrico. 
Las muestras procedentes de extractos totales, de extractos obtenidos por 
fraccionamiento citosólico y nuclear y de muestras inmunoprecipitadas, se prepararon 
en condiciones desnaturalizantes. Se les añadió tampón de carga 5x, que contiene un 
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5% β-mercaptoetanol (v/v) (apartado 1.1. de Materiales y métodos), y se calentaron a 
90ºC durante 5 min. 
Las proteínas se separaron por electroforesis utilizando geles de poliacrilamida a 
diferentes porcentajes en función del peso molecular de las proteínas que queríamos 
separar (entre 7% y 15%). Todo el aparataje usado y la fuente Power pac 200 fueron 
de BIO-RAD. 
 
8.2. Transferencia e inmunodetección (Western blot). 
Las proteínas resueltas por electroforesis fueron transferidas a membranas de 
nitrocelulosa (Whatman®) por un método de transferencia en húmedo, utilizando el 
tampón descrito en el apartado 1.1. de Materiales y métodos. La transferencia se llevó 
a cabo durante 2 horas, a un amperaje constante de 200mA, utilizando una fuente 
Power pac 200. La fuente, al igual que el resto del aparataje usado en la transferencia, 
fue de BIO-RAD. Para comprobar que la transferencia tuvo lugar correctamente, se 
tiñeron las membranas con “rojo ponceau” y se destiñeron posteriormente con TBS-T 
(apartado 1.1. de Materiales y métodos). 
A continuación, las membranas se bloquearon con una solución de bloqueo que 
contiene un 5% de leche desnatada en polvo (w/v) disuelta en TBS-T durante 30 min, 
a temperatura ambiente y en agitación. Posteriormente, se incubaron con el 
anticuerpo primario correspondiente, diluido en solución de bloqueo a las 
concentraciones que se indican en la Tabla M-1, durante toda la noche a 4ºC y en 
agitación o 2 horas a temperatura ambiente y en agitación. 
A continuación, las membranas se lavaron con TBS-T tres veces durante 10 min. 
Seguidamente, se incubaron con el anticuerpo secundario específico, conjugado con 
HRP, diluido a 1/2000 (v/v) en solución de bloqueo, durante 1 hora a temperatura 
ambiente y en agitación. El exceso de anticuerpo secundario se eliminó con tres 
lavados con TBS-T de 10 min cada uno. Tras lo cual, se detectaron las proteínas 
utilizando el reactivo ECL (Millipore), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Finalmente, se revelaron las películas quimiosensibles (Konica-Minolta) en una 
máquina de revelado SRX-101 (Konica-Monolta).  
La procedencia de cada uno de los anticuerpos secundarios fue: anti-rata de 
Mollecular Probes, anti-conejo de Thermo scientific, anti-oveja de Thermo scientific y 
anti-ratón de Thermo scientific. 
 
9. RT-PCR cuantitativa (qRT-PCR). 
9.1. Síntesis de cDNA. 
Este proceso, permite amplificar una cantidad pequeña de moléculas de RNA 
diana en forma de cDNA mediante transcripción reversa del RNA a cDNA, y a 
continuación, este cDNA ser amplificado. 
En la síntesis del cDNA se utilizó el kit “High capacity cDNA reverse transcription” 
(Applied Biosystems) siguiendo el protocolo establecido por el fabricante para 
transcribir 1µg de RNA total. Se utilizó una máquina de PCR Primus 96 (MWG-Biotech 
AG) siguiendo las siguientes condiciones para la síntesis del cDNA: 10 min a 25ºC, 
seguido de 2 horas a 37ºC. Las muestras obtenidas se almacenaron a -20ºC. 
 
9.2. PCR cuantitativa. 
La cantidad de cDNA se cuantificó con el Nanodrop y se hicieron diluciones 1/25 
y 1/250 de 1µg de cDNA. 
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En el caso en el que se usó una sonda SYBR® Green, se pusieron 3µl por pocillo 
de la dilución de cDNA correspondiente y 5µl de “master mix”, que contiene 4µl de 
Fluocycle SYBR® Green mix for Real-Time PCR (EuroClone-Genycell), 0.12µl de la 
mezcla de los oligonucleótidos específicos (“primer mix”) y 0.88µl de agua, dando un 
volumen final de 8µl. Se hizo un triplicado por cada muestra y se pusieron dos 
pocillos con agua como control negativo. 
En el caso en el que se usó una sonda TaqMan®, se pusieron 3µl por pocillo de la 
dilución de cDNA correspondiente y 5µl de “master mix” que contiene 4µl de 
TaqMan® Universal PCR Master Mix, 0.4µl “primer mix” de TaqMan® y 0.6µl de agua, 
dando un volumen final de 8µl. Se hizo un triplicado por cada muestra y se pusieron 
dos pocillos con agua como control negativo. 
En ambos casos, las qRT-PCRs se realizaron con un aparato ABI PRISM 7900HT 
(Applied Biosystem). Todos las cuantificaciones por qRT-PCR fueron realizadas por el 
servicio de genómica del Departamento de Inmunología y Oncología (DIO) del CNB. 
 
 
Tabla M-2. Oligonucleótidos utilizados para valorar los niveles de mRNA mediante qRT-PCR. 
 
Los oligonicleótidos específicos para cada gen a analizar fueron diseñados 
mediante el software Universal Probe Library (www.roche-applied-
science.com/sis/rtpcr/upl, Roche) y aparecen el la tabla M-2. Para determinar los 
niveles de mRNA de la proteína COX2 mediante qRT-PCR se utilizó el kit Taqman 
gene expression assays (Applied Biosystems, MM00478374_M1). 
El análisis de los resultados se llevo a cabo con el software ABI PRISM SDS 
v2.2.2. 
Se calculó la expresión relativa de cada muestra usando el método del 2-ΔΔCt 
(Livak  & Schmittgen, 2001). Este método considera que para un gen determinado, la 
cantidad de amplicón es igual a 2-ΔΔCt, considerándose el Ct (“cycle threshold”) como 
el ciclo en el que comienza a detectarse la fluorescencia emitida por el producto de 
PCR.  
El valor de 2-ΔΔCt indica la expresión relativa de un gen determinado en número de 
veces respecto a una condición control. En nuestros ensayos, se consideró condición 
control a la expresión del gen en los ratones wt sin ningún tipo de tratamiento previo. 
Las muestras se normalizaron primero frente a un control interno, el 18S, 
estableciendo la relación entre la expresión del mRNA de cada muestra y el rRNA 
(RNA ribosomal) como ΔCt (ΔCt=Ctmuestra-Ct18S) y a continuación se relativizaron los 





10.  Medida de los niveles de citoquinas por Luminex® 
10.1. Cultivo de tejidos de colon. 
Después del tratamiento correspondiente (apartado 4.1. de Materiales y métodos), 
los animales se sacrificaron y se les extrajo el colon. Éste se abrió longitudinalmente y 
se limpiaron los restos de heces. A continuación, se troceó el colon con unas tijeras en 
pequeños trozos, de unos milímetros, y se colocó cada colon en un pocillo de una 
placa multipocillo de 24, con 1 ml de medio de cultivo DMEM suplementado con 200 
U/ml de penicilina y 0.2 mg/ml de estreptomicina. Estos tejidos se mantuvieron en 
cultivo durante 24h en un incubador con una humedad relativa del 95%, un 5% de CO2 
y una temperatura de 37ºC. Tras este tiempo, los cultivos se recogieron y se 
centrifugaron con una centrífuga de mesa refrigerada (4ºC) (Mikron 200R de Hettich 
zentrifugen), a 15000 r.p.m. durante 15 min. Los sobrenadantes se recogieron, 
desechando el “pellet”, y sobre estos sobrenadantes se midieron los niveles de 
diferentes citoquinas mediante Luminex®. 
 
10.2. Luminex®. 
El método de Luminex® se basa en la utilización de unas microesferas que 
contienen sondas fluorescentes, y a su vez están recubiertas por un anticuerpo 
específico frente a la molécula de interés. 
En el ensayo se ponen en contacto las microesferas con la solución que contiene 
la molécula diana. A continuación, se añade un anticuerpo biotinilado, específico frente 
a nuestra molécula problema. Este segundo anticuerpo reconoce un epítopo diferente 
al anticuerpo que recubre las microesferas. Posteriormente, se añade a la mezcla 
estreptavidina-PE, para que se complete la reacción en la superficie de la microesfera. 
Al pasar las microesferas por un láser que excite las sondas fluorescentes de las 
microesferas, obtenemos una medida del número de microesferas que tenemos. Al 
pasar un segundo láser que excite el PE de la molécula “reportera”, obtenemos una 
medida de la cantidad de molécula problema que se ha unido a las microesferas. Así 
obtenemos una medida directa de la cantidad de molécula problema que tenemos en 
nuestra solución. 
Para llevar acabo este método en nuestros sobrenadantes se utilizó el kit Milliplex® 
MAP (Millipore, MPXMCYTO-70K) y se siguieron las instrucciones de uso del 
fabricante. Se usó una aparato Luminex100 ISTM xMAX v2.2 (Millipore). El análisis de 
citoquinas mediante Luminex® fue realizado por el servicio de citometría del CNB. 
 
11.  Detección de células apoptóticas por la técnica de TUNEL. 
Esta técnica se basa en la detección de la rotuna del DNA internucleosomal, típico de 
los procesos apoptóticos. Al fragmentarse el DNA, se exponen sus extremos 3´-OH, lo 
que hace que se puedan incorporar nucleótidos marcados (deoxiuridina (dUTP) 
biotinilada) a dichos extremos mediante la acción de la enzima deoxinucleotidil transferasa 
terminal (TdT).  
Esta técnica se llevó a cabo en secciones de tejido de colon en parafina de 5µm de 
grosor. Las secciones se desparafinaron mediante baños sucesivos en xilol (3x5 min), 
etanol absoluto (2x5 min), etanol 95% (v/v) (2x5 min), etanol 70% (v/v) (2x2 min), etanol 
50% (v/v) (2x2 min), agua MilliQ (2 min), agua del grifo (5 min) y PBS (2x5 min). 
A continuación, el tejido se permeabilizó mediante un tratamiento con un 0.5% de 
Triton-X-100 (v/v) diluido en PBS, durante 10 min a temperatura ambiente. Tras lo cual, las 
muestras se lavaron con PBS y se pre-incubaron con un tampón TdT1x (apartado 1.1. de 
Materiales y métodos) en PBS, complementado con 1mM de CoCl2, durante 15 min a 
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temperatura ambiente, en cámara húmeda y oscura. Posteriormente, las secciones se 
incubaron con la mezcla de reacción TdT (apartado 1.1. de Materiales y Métodos) durante 
1 hora a 37ºC en cámara húmeda y oscura. A lo largo de este tiempo la enzima TdT 
cataliza la reacción de unión de los nucleótidos marcados (dUTP biotinilados) a los 
extremos 3´-OH del DNA fragmentado. Seguidamente, las secciones se incubaron con 
tampón TdT1x en PBS complementado con 1mM de CoCl2 durante 10 min a temperatura 
ambiente, en cámara húmeda y oscura.  
La reacción se detuvo mediante 2 lavados de 10 min en PBS con un 0.01% de 
Tween20 (v/v), seguido de un lavado en PBS.  
Para amplificar la señal de la biotina unida a los nucleótidos y disponer de un sistema 
de detección, las secciones se incubaron con estreptavidina unida a una sonda 
fluorescente (Cy5) diluida en PBS (1/500, v/v), durante 1hora a temperatura ambiente, en 
cámara húmeda y oscura. La sonda Cy5 tiene la capacidad de absorber luz a una longitud 
de onda de entre 625-650nm y emitirla a 670nm, lo que nos permite detectarla con un 
microscopio confocal. 
Las secciones se lavaron con PBS y se tiñeron los núcleos celulares con el tinte vital 
Hoechst 33342 disuelto en PBS (10mg/ml) durante 10 min, en cámara húmeda y oscura. 
Se lavó el excedente de tinte con PBS y se procedió al montaje de las preparaciones con 
medio de montaje (apartado 1.2. de Materiales y métodos) y colocación de los cubres. 
La valoración de la apoptosis se llevó acabo mediante microscopía confocal para la 
toma de imágenes (TCS SP5, Leica) y posterior contaje de células positivas. La 
adquisición de fotografías de fluorescencia fue llevada a cabo por el servicio de 
microscopia confocal del CNB. 
 
12.  Análisis estadísticos. 
Los estudios estadísticos se realizaron con el paquete estadístico SPSS v.20. 
Usándose el test t de Student para comparar medias y los test Chi cuadrado y Mann-
Whitney para comparar distribuciones de variables nominales. Los resultados se muestran 




































































































1. Cáncer de colon asociado a colitis ulcerosa. 
La inducción del CAC se llevó a cabo tratando grupos de ratones wt, p38γ-/-, p38δ-/- y 
p38γ/δ-/- con AOM/DSS, como se describe en el apartado 3.2. de Materiales y métodos. 
Durante y tras el tratamiento, a los 62 días de la inyección con AOM, se midieron una serie 
de parámetros que se ven alterados en función del grado de afectación de los animales. 
Dichos parámetros son: la supervivencia, la pérdida de peso y el acortamiento en la 
longitud del colon (Fig. R-1). También se realizaron secciones histológicas del colon de los 
ratones tratados o no con AOM/DSS. Se hicieron tinciones con H&E a intervalos regulares 
de 200 µm a lo largo de todo el colon, tal y como se explica en el apartado de Materiales y 
métodos 4.2.1. A continuación, se realizó un estudio histopatológico de los tejidos, 
valorando la presencia de tumores (Fig. R-2) y/o lesiones en la mucosa colónica, como 
son las úlceras (Fig. R-3). 
 
1.1. Efectos del tratamiento con AOM/DSS. 
1.1.1. Supervivencia, variación de peso y de la longitud del colon. 
La supervivencia se evaluó a lo largo del tratamiento y se observó que a 
tiempo final, había una reducción del 3% en los animales wt, un 30% en los p38γ-/- 
y un 10% en los p38δ-/-. Siendo estadísticamente significativas las diferencias 
observadas entre los ratones wt y los p38γ-/-. En el caso de los ratones p38γ/δ-/-, no 
se encontró ninguna reducción en el grado de supervivencia (Fig. R-1.A). 
En el caso de la variación de peso, todos los animales control aumentaron 
entre un 10% y un 20% su peso durante el tiempo que duró el tratamiento. Sin 
embargo, contrariamente a lo esperado, tras finalizar el tratamiento con AOM/DSS, 
los ratones wt y p38δ-/- aumentaron de peso un 6% y un 5% respectivamente. 
Mientras que los ratones p38γ-/- y p38γ/δ-/- sufrieron una reducción significativa 
respecto a los animales wt. La bajada de peso de los ratones   p38γ-/- (6%) fue 
mucho más acusada que la de los ratones p38γ/δ-/- (0,25%), aunque en ambos 
casos esta baja fue estadísticamente significativa (Fig. R-1.B). 
Por otro lado, el tratamiento con AOM/DSS causó una reducción en la longitud 
del colon en todos los genotipos, en relación con sus respectivos controles. Este 
acortamiento es similar en los ratones wt, p38δ-/- y p38γ/δ-/-, entorno al 6%. Por el 
contrario, destaca la acusada reducción en la longitud del colon de los animales 
p38γ-/-, un 19%, una diferencia estadísticamente significativa al compararlos con 
los wt (Fig. R-1.C). 
Por tanto, a nivel sintomatológico, los resultados indican que los ratones p38γ-
/- son más sensibles al tratamiento con AOM/DSS que el resto de los genotipos, ya 
que presentan una menor supervivencia, una mayor bajada de peso y un mayor 





Fig. R-1.  Efectos del tratamiento con AOM/DSS sobre la supervivencia, la variación de peso y la 
longitud del colon en ratones wt, p38γ -/-, p38δ -/- y  p38γ/δ -/-. A) Porcentajes de supervivencia de los 
ratones wt (n=31), p38γ-/- (n=23), p38δ-/- (n=20) y p38γ/δ-/- (n=25) a lo largo del tratamiento con 
AOM/DSS. *p<0,05. B) Porcentajes de peso en los animales tratados o no con AOM/DSS con respecto 
a su peso inicial, antes del tratamiento, en ratones wt (n=36), p38γ-/- (n=16), p38δ-/- (n=18) y p38γ/δ-/- 
(n=33). *p<0,05. C) Porcentaje de acortamiento en la longitud del colon en los animales tratados con 
AOM/DSS respecto a los no tratados, wt (n=40), p38γ-/- (n=17), p38δ-/- (n=18) y p38γ/δ-/- (n=34). 












Fig. R-2. Los ratones p38δ -/- y p38γ/δ -/- presentan mayor número de tumores que los ratones wt y 
p38γ-/- tras el tratamiento con AOM/DSS. A) Secciones representativas teñidas con H&E del colon 
de ratones sin tratar (control) y ratones tratados (AOM+DSS) donde se muestras delimitadas las zonas 
de tumor (----). Una magnificación de los tumores en el recuadro se muestran en la tercera columna. En 
las distintas secciones la parte externa de la espiral es la zona distal del colon, mientras que en la parte 
interna, corresponde a la zona proximal del mismo. B) Representación gráfica del número de tumores 
contabilizados por ratón en animales wt (n=5), p38γ-/- (n=4), p38δ-/- (n=5) y p38γ/δ-/- (n=5). **p<0,01; 
***p<0,001. C) Representación gráfica de la extensión total de las zonas tumorales medidas en 
superficie de los ratones wt (n=5), p38γ-/- (n=4), p38δ-/- (n=5) y p38γ/δ-/- (n=5). **p<0,01. D) Distribución 
de los diferentes tumores analizados en función de su extensión medida en superficie wt (n=5), p38γ-/- 
(n=4), p38δ-/- (n=5) y p38γ/δ-/- (n=5). 
 
En el análisis histopatológico de las secciones teñidas con H&E se observó, 
que de modo espontáneo ninguno de los ratones control, independientemente del 
genotipo, desarrolló tumores a lo largo del ensayo (Fig. R-2.A). En el colon de los 
animales tratados con AOM/DSS se observó la presencia de masas tumorales en 
todos los genotipos (Fig. R-2.A). La aparición de estos tumores se acota a la zona 
media-distal del colon, no habiéndose detectado ningún tumor en la zona proximal 
del mismo. En la figura R-2.A (tercera columna) podemos observar con mayor 
detalle, que en todos los genotipos, los tumores encontrados son 
adenocarcinomas tipo pólipo. 
 
Además, se cuantificó el número total de tumores encontrados en las 
secciones realizadas para cada colon (Fig. R-2.B) y se midió el tamaño de dichos 
tumores en superficie (Fig. R-2.C y R-2.D). 
Comparando el número de tumores contabilizados por ratón (Fig. R-2.B), 
observamos que los ratones p38δ-/- y p38γ/δ-/- tienen mayor número de tumores 
que los wt y los p38γ-/-. En los animales p38δ-/- y p38γ/δ-/- encontramos 12,8 y 13,6 
tumores por ratón respectivamente, mientras que en los wt y p38γ-/- vemos 5 y 2,75 
tumores por ratón respectivamente. Al hacer el análisis estadístico observamos 
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que las diferencias entre wt y p38δ-/- o p38γ/δ-/- son significativas, así como las 
diferencias entre p38γ-/- y p38δ-/- o p38γ/δ-/-.  
Al analizar la extensión total tumorada del colon de cada ratón (Fig. R-2.C), 
vemos que los animales  p38δ-/- y p38γ/δ-/- presentan mayor extensión que los wt y 
los p38γ-/-, con una extensión de 18,1 y 21,1 mm respectivamente, frente a los 5,4 y 
10,4mm de wt y p38γ-/- respectivamente. Los estudios estadísticos nos permitieron 
determinar que las diferencias entre wt y p38δ-/- o p38γ/δ-/- son significativas. 
También estudiamos el número de tumores en función de su extensión (Fig. R-
2.D). Observamos que los ratones wt presentaban 15 tumores de entre 0 y 1 mm, 
19 tumores de entre 1 y 2 mm, y sólo 2 tumores por encima de los 2 mm. Sin 
encontrarse tumores por encima de los 3 mm. Por el contrario, los animales 
deficientes en p38γ, presentaban la mayoría de los tumores con una extensión 
superior a los 3 mm. En el caso de los ratones p38δ-/- y p38γ/δ-/- observamos una 
distribución muy semejante, donde la mayoría de los tumores encontrados 
oscilaban entre 2 y 3 mm (35 y 31 tumores respectivamente).  
Estos resultados histopatológicos muestran que los ratones p38δ-/- y p38γ/δ-/- 
presentan un comportamiento parecido, con un número y tamaño de los tumores 
muy semejantes, aunque ligeramente de mayor tamaño en los p38γ/δ-/-.  
 
1.1.3. Aparición de úlceras. 
También observamos que, al igual que con los tumores, los animales control 
de todos los genotipos no desarrollaron úlceras de modo espontáneo (Fig. R-3.A). 
Por el contrario, tras el tratamiento con AOM/DSS se observó la presencia de 
úlceras en todos los genotipos, menos en los animales p38δ-/- (Fig. R-3.A). En la 
figura R-3.A (tercera columna) se muestra con mayor detalle que, las úlceras que 
aparecen en los ratones tratados, se delimitan a la mucosa. Además, presentan 
una pérdida en la continuidad del epitelio y en la estructura de la mucosa, ambas 
características de la colitis ulcerosa. 
En la valoración histológica, se contabilizó el número de úlceras totales por 
animal (Fig. R-3.B), se determinó la extensión total ulcerada en cada ratón (Fig. R-
3.C) y se cuantificó el número de úlceras en función de su extensión (Fig. R-3.D). 
Los animales wt, p38γ-/- y p38γ/δ-/- presentaron el mismo número de úlceras tras el 
tratamiento con AOM/DSS, entorno a 4. Mientras que los ratones p38δ-/- no 
presentaron ninguna úlcera tras el tratamiento. Al hacer el análisis estadístico, 
observamos que sólo son significativas las diferencias entre p38δ-/- y p38γ/δ-/-, esto 
puede deberse a la gran dispersión que presentan los datos obtenidos con los 
animales wt y p38γ-/-  (Fig. R-3.B). 
Al comparar la extensión ulcerada del colon tras el tratamiento en cada 
genotipo (Fig. R-3.C), vimos que los animales wt eran los que menor extensión 
presentaban (1,4 mm), frente a los p38γ-/- y p38γ/δ-/- (6,9 mm y 5,8 mm 
respectivamente). Tras el análisis estadístico, observamos diferencias significativas 
entre los animales p38δ-/- y p38γ/δ-/-. La falta de diferencias estadísticamente 
significativas entre p38δ-/- y p38γ-/- puede deberse a la dispersión de datos que 
obtuvimos en los animales p38γ-/-. 
Todas las úlceras encontradas en los animales wt tenían un tamaño de entre  0 
y 1 mm, mientras que las de los ratones p38γ-/- presentaban una mayor 
variabilidad. Encontramos 9 úlceras de entre 0-1 mm, 5 úlceras de entre 1-2 mm y 
6 úlceras de más de 2 mm. En el caso de los animales p38γ/δ-/-, observamos que la 
mayoría de las lesiones encontradas tenían un tamaño de entre 0 y 1 mm (18), 
aunque también se encontraron úlceras por encima de los 2 mm (5). Los estudios 
estadísticos mostraron que las diferencias entre p38δ-/- y p38γ/δ-/- eran 






Fig. R-3. Los ratones carentes en p38δ -/- no desarrollan úlceras tras el tratamiento con AOM/DSS. 
A) Secciones representativas teñidas con H&E de ratones sin tratar (control) y ratones tratados 
(AOM+DSS). En la tercera columna se muestran con mayor detalle las zonas ulceradas (----). Las 
distintas secciones muestran en la parte externa de la espiral la zona distal del colon y en la parte 
interna la zona proximal del colon. B) Representación gráfica del número de úlceras contabilizadas por 
ratón en ratones wt (n=5), p38γ-/- (n=5), p38δ-/- (n=6) y p38γ/δ-/- (n=5). **p<0,01. C) Representación 
gráfica de la extensión total de las zonas ulceradas medidas en superficie de los ratones wt (n=6), p38γ-
/- (n=5), p38δ-/- (n=6) y p38γ/δ-/- (n=6). *p<0,05. D) Distribución de las úlceras analizadas en función de 
su extensión medida en superficie wt (n=6), p38γ-/- (n=5), p38δ-/- (n=6) y p38γ/δ-/- (n=6). *p<0,05. 
 
Estos resultados muestran que los animales carentes en p38δ no presentan 
lesiones ulcerosas en la mucosa del colon tras el tratamiento con AOM/DSS, 
mientras que el resto de genotipos si. En el caso de los animales p38γ-/- y p38γ/δ-/-, 
el número de lesiones es semejante al encontrado en wt. Por el contrario, el 
tamaño total de colon ulcerado es mayor en los animales p38γ-/- (6,9 mm) y p38γ/δ-
/- (5,8 mm) respecto a los wt (1,4 mm). 
 
1.2. Procesos celulares que contribuyen a la aparición y desarrollo tumoral. 
Las células epiteliales de la mucosa del colon están en un constante proceso de 
proliferación y muerte celular o apoptosis, para así mantener la homeostasis y regular 
la barrera intestinal. Alteraciones en estos procesos fisiológicos pueden conllevar la 
aparición de tumores. Por lo que decidimos analizar ambos procesos y si estaban 
afectando a la aparición de tumores y/o lesiones ulcerosas, en el colon de ratones 








1.2.1. Proliferación celular. 
 
 
Fig. R-4. Proliferación de células de la mucosa intestinal tras el tratamiento con AOM/DSS. A) Secciones 
de colon de animales (wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/-) tratados o no con AOM/DSS teñidas con anti-pCNA (rojo) 
o con Hoechst para visualizar los núcleos (azul). La señal se detectó por inmunofluorescencia y en la figura se 
muestran campos representativos de diferentes secciones. B) Representación gráfica de la cuantificación de 
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las células positivas para pCNA en el colon de los ratones wt (ntotal=6), p38γ
-/- (ntotal=6), p38δ
-/- (ntotal=6) y 
p38γ/δ-/- (ntotal=6), tratados (AOM/DSS) o no tratados (control). De cada ratón se cuantificaron 30 campos. 
 
Para determinar la capacidad proliferativa de la mucosa intestinal de animales 
wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/-, tratados o no con AOM/DSS, se examinó la presencia 
de la proteína pCNA (por inmunofluorescencia) en secciones histológicas de colon 
(Fig. R-4.A). La proteína pCNA se sintetiza en fases tempranas del ciclo celular, 
entre la fase G1 y S, participando en la progresión del ciclo celular, en la replicación 
del DNA y en la reparación del mismo. Por lo tanto, su presencia en las células 
indica que éstas están proliferando. La cuantificación se llevó acabo contando las 
células positivas para pCNA (pCNA+) en 30 campos seleccionados aleatoriamente, 
en cada ratón (Fig. R-4.B). 
Las tinciones mostraron que, en la mayoría de los casos, las células pCNA+ se 
localizaban en el fondo de las criptas, donde habitualmente se da la proliferación 
de las células progenitoras (Fig. R-4.A). Los controles de los cuatro genotipos 
presentaron unos niveles de proliferación similares, aunque los de los ratones 
p38δ-/- y p38γ/δ-/- fueron ligeramente inferiores (Fig. R-4.B). Tras el tratamiento, los 
ratones wt y p38γ-/- presentaron un número de células pCNA+ muy semejante al 
observado en condiciones control. Por el contrario, los animales p38δ-/- y p38γ/δ-/- 
sufrieron un aumento de la proliferación celular tras el tratamiento. Éste fue mucho 
más acusado en el caso de los p38δ-/- (el doble que su control) (Fig. R-4.B).  
Nuestros resultados indican que los animales carentes en p38δ, así como los 
p38γ/δ-/-, ven aumentada su proliferación tras el tratamiento con AOM/DSS, lo que 
podría contribuir a la aparición de tumores. 
 
1.2.2. Apoptosis. 
El análisis del proceso de apoptosis se abordó en fases tempranas de la colitis 
ulcerosa, a los 0, 2 y 4 días de la administración de DSS (3%) (apartado 3.1. de 
Materiales y métodos) en ratones wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/-. Por un lado, se 
estudió la apoptosis mediante la técnica de TUNEL (apartado 11. de Materiales y 
métodos) en secciones histológicas (Fig. R-5.A) y se cuantificaron las células 
teñidas positivamente (Fig. R-5.B), y por otro lado, se estudiaron los niveles de 
expresión la proteínas caspasa 3 implicada en apoptosis (Fig. R-5.C). La caspasa 
3, es una de las principales proteínas ejecutoras de apoptosis, implicada en la 
proteólisis de proteínas clave en el desarrollo de este proceso (Jin & El-Deiry, 
2005). Por tanto la caspasa 3  es un claro marcador de células apoptóticas. 
En las secciones histológicas, observamos que en la mayoría de los campos 
evaluados, la señal de apoptosis se localizaba en la zona media-distal de las 
criptas, independientemente  de si los animales fueron tratados o no con DSS. 
Esto coincide con el proceso habitual de Ya que las células que sufrían apoptosis 
eran las células epiteliales de las criptas, quisimos analizar en más detalle la 
expresión de marcadores de apoptosis en las mismas. Por lo que aislamos células 
epiteliales de ratones wt y p38γ/δ-/-, donde las diferencias de apoptosis evaluadas 
en las secciones histológicas fueron mayores (Fig. R-5.C). Los niveles de caspasa 
3 no varían tras el tratamiento con DSS en células wt, pero si disminuyen en las 
células p38γ/δ-/- (Fig. R-5.C). Los niveles basales de caspasa 3 son 
significativamente menores en células p38γ/δ-/- que en células wt (Fig. R-5.C), 
coincidiendo con los resultados mostrados en la figura R-5.B. 
La cuantificación de las células apoptóticas mostró que los animales wt, p38γ-/- 
y p38δ-/- presentaban un estado basal semejante. Mientras que los ratones p38γ/δ-/- 
presentaban unas 7 veces más células apoptóticas que el resto de los genotipos. 
Los animales deficientes en p38γ, p38δ o p38γ/δ, sufrieron un aumento en el 
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proceso apoptótico tras el tratamiento mucho más acusado que los animales wt. 
Aunque sólo las diferencias entre wt y p38γ-/- a tiempos 2 y 4 días de tratamiento, y 
entre wt y p38γ/δ-/- a 4 días de tratamiento, fueron estadísticamente significativas 
(Fig. R-5.B). 
Los resultados obtenidos con ratones p38γ/δ-/- muestran que ambas 
isoformas participan en la regulación del proceso de apoptosis, aunque sugieren 




Fig. R-5. Los ratones p38γ -/- y p38γ/δ -/- presentan un mayor grado de apoptosis que los ratones wt tras 
el tratamiento con DSS. A) Campos de secciones representativas de los ratones wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- 
a los 0, 2 y 4 días de tratamiento con un 3% de DSS, donde se muestra el grado de apoptosis detectado por 
TUNEL. En rojo aparecen las células apoptóticas y en azul los núcleos celulares teñidos con Hoechst. B) 
Representación gráfica del número de células en las secciones histológicas valoradas por TUNEL de los 
ratones wt (ntotal=6), p38γ
-/- (ntotal=6), p38δ
-/-  (ntotal=6) y p38γ/δ
-/- (ntotal=6) a tiempo 0, 2 y 4 días de tratamiento 
con un 3% de DSS. *p<0,05; **p<0,01. De cada ratón se cuantificaron 30 campos. C) Western blot 
representativo de la proteína caspasa 3, en lisados de células epiteliales de colon de ratones wt y p38γ/δ-/- a 
tiempos 0 y 4 días de tratamiento con un 3% de DSS. 
 
1.3. Estado de las MAPKs. 
Se ha descrito la implicación de las diferentes familias de las MAPKs en distintos 
procesos que pueden contribuir a la aparición de tumores (Cuadrado & Nebreda et al., 
2010; Lawrence et al., 2008; Junttila et al., 2008). Por lo que analizamos la expresión y 
el estado de activación de estas proteínas, para así determinar su posible 
participación en la aparición de tumores en los diferentes genotipos estudiados. 
 
1.3.1. Niveles de expresión y activación de p38MAPKs. 
Estudiamos la expresión de las diferentes isoformas de la familia de 
p38MAPKs a nivel de mRNA y de proteína total, así como de proteína fosforilada 
(Fig. R-6), en animales wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- tratados o no con AOM/DSS. 
Tras el tratamiento con AOM/DSS los niveles de mRNA de p38α aumentaron 
en todos los genotipos. Este incremento fue mucho menos acusado en los ratones 
p38γ-/-, y fue estadísticamente significativo en el caso de los ratones p38δ-/- y 
p38γ/δ-/- (Fig. R-6.A). Al mismo tiempo, tras el tratamiento, la expresión de p38β 
sufrió un gran aumento en todos los genotipos, siendo éste más acusado en los 
ratones p38γ-/- y p38γ/δ-/- (Fig. R-6.B), donde estas diferencias fueron 
estadísticamente significativas. Los niveles de mRNA de p38γ también aumentaron 
con el tratamiento de AOM/DSS en wt y p38δ-/-, siendo el incremento en los 
ratones p38δ-/- más significativo que en los wt, lo que indicaría una posible 
compensación por falta de p38γ (Fig. R-6.C). Como cabría esperar, no hubo 
expresión de mRNA de p38γ en ratones deficientes en p38γ o en ratones 
deficientes en p38γ/δ (Fig. R-6.C). Por otro lado, el incremento del mRNA de p38δ 
tras el tratamiento fue similar en los ratones wt y p38γ-/-. Los ratones p38δ-/- y 
p38γ/δ-/- no expresaron mRNA de p38δ (Fig. R-6.D). 
Al estudiar los niveles de expresión de proteína de las diferentes isoformas de 
p38MAPKs, observamos que el tratamiento con AOM/DSS, en general, no 
afectaba a los niveles de expresión de las proteínas, contrariamente a lo obtenido 
con los niveles de mRNA (Fig. R-6.E). Todos los genotipos presentaron niveles 
similares de p38α. En el caso de p38β, su expresión varió en función del genotipo, 
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presentando mayores niveles de proteína los animales p38γ/δ-/- y mucho menores 
los animales p38δ-/-. Además, su expresión aumentó tras el tratamiento con 
AOM/DSS en ratones p38γ-/-. Como era de esperar, p38γ no se expresó en ratones 
p38γ-/- y p38γ/δ-/-, mientras que sus niveles fueron similares en wt y p38δ-/-. 
Igualmente, p38δ no se expresó en animales p38δ-/- y p38γ/δ-/- , y sus niveles fueron 
iguales en wt y p38γ-/-. 
 
 
Fig. R-6. Niveles de expresión de mRNA de p38α , p38β , p38γ  y p38δ , así como niveles de proteína y de 
activación de las p38MAPKs tras el tratamiento con AOM/DSS. A-D) Representaciones gráficas de la 
expresión de las distintas isoformas de las p38MAPKs analizadas en muestras de colon de ratones wt 
(ntotal=17), p38γ
-/- (ntotal=8), p38δ
-/-  (ntotal=9) y p38γ/δ
-/- (ntotal=16) en condiciones control y tras el tratamiento con 
AOM/DSS. *p<0,05; **p<0,01. E) WBs representativos del los niveles de las cuatro isoformas de p38MAPks, 
así como su estado de fosforilacion de extractos totales de colon de animales wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/-, en 
condiciones control (-) y tras el tratamiento con AOM/DSS (+). Se muestra un control positivo para la 
fosforilación de las p38MAPKs, en el que se utilizaron células HEK293 estimuladas con sorbitol (0,5M) durante 
10 minutos (Sorb.). 
 
También estudiamos la activación de las p38MAPKs en respuesta al 
tratamiento con AOM/DSS, para lo cual analizamos su estado de fosforilación en 
extractos totales de colon mediante WB, utilizando un anticuerpo fosfo-específico 
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frente al motivo TGY fosforilado, (Fig. R-6.E). No detectamos fosforilación de 
ninguna de las isoformas con o sin tratamiento, en ninguno de los genotipos.  
 
1.3.2. Otras proteínas MAPKs: ERK1/2 y JNKs. 
Analizamos los niveles de proteína y el estado de fosforilación de JNK1/2 y 
ERK1/2 en extractos totales de colon de ratones tratados o no con AOM/DSS 
mediante WB (Fig. R-7).  
Observamos que los niveles de expresión de JNK1/2 no variaron ni con el 
tratamiento ni en función del genotipo de los ratones. Además, no detectamos 




Fig. R-7. Niveles de expresión y de activación de JKN1/2 y ERK1/2 analizados en ratones 
tratados con AOM/DSS. A) WBs representativos de los niveles de expresión, así como, del estado 
de fosforilación de JNK1/2 medidas en extractos totales de colon de ratones wt, p38γ-/-, p38δ-/- y 
p38γ/δ-/- tratados (+) o no (-) con AOM/DSS. Se muestra un control positivo de fosforilación de 
JNK1/2, en el que se utilizaron células HEK293 estimuladas con sorbitol (0,5M) durante 10 minutos 
(Sorb.) B) WBs representativos de los niveles de expresión, así como, del estado de fosforilación de 
ERK1/2 medidos en las mismas condiciones que en el panel A. 
 
Al igual que para las JNKs, los niveles de ERK1/2 fueron similares en todas las 
condiciones estudiadas. Al analizar el estado de fosforilación, encontramos que 
ERK1/2 estaba fosforilada en condiciones basales en todos los genotipos, y hubo 
una ligera bajada tras el tratamiento con AOM/DSS (Fig. R-7.B). 
 
1.4. Expresión de moléculas y células implicadas en CAC. 
En el desarrollo del CAC hay un gran número de moléculas implicadas e 
interconectadas entre si de un modo altamente complejo. Estas moléculas son 
esenciales en la aparición y desarrollo de los tumores (Porta et al., 2009). Algunas de 
ellas son: la β-catenina (Polakis, 2007), COX2 (Wang & Dubois, 2010) o la 
metaloproteinasa MMP9 (Garg et al., 2010), así como un amplio número que 
citoquinas pro- o anti-inflamatorias (Grivennikov et al., 2010). En el desarrollo tumoral 
asociado a inflamación, también van a desempeñar un papel muy importante diversos 
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tipos celulares del sistema inmune como macrófagos, neutrófilos o linfocitos 
(Mantovani et al., 2008; Coussens & Werb, 2002). Por todas estas razones, decidimos 
analizar el estado de estas proteínas y tipos celulares en nuestros ratones wt, p38γ-/-, 
p38δ-/- y p38γ/δ-/- tratados o no con AOM/DSS, y así poder establecer una posible 




1.4.1. Proteínas relacionadas con CAC. 
β-catenina. 
 
Hemos examinado los niveles de expresión de β-catenina tanto a nivel de 
mRNA como de proteína, mediante WB (Fig. R-8). Al analizar los niveles de mRNA 
en los diferentes genotipos, observamos que con el tratamiento hubo una subida 
en la expresión de β-catenina en todos ellos. Aunque esta subida, en el caso de los 
ratones wt, fue significativamente mayor que en los ratones p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-
/- (Fig. R-8.A). 
El análisis de los niveles de proteína en extractos totales de colon de los 
diferentes genotipos mostró que, contrariamente a lo observado en los niveles de 
mRNA, la expresión de β-catenina disminuyó tras el tratamiento. Aunque esta 
disminución fue mucho más marcada en el caso de los ratones p38γ-/- y p38γ/δ-/- 
(Fig. R-8.B).  
 
 
Fig. R-8. Análisis de los niveles de mRNA y de expresión de la proteína β-catenina tras el tratamiento 
con AOM/DSS. A) Representación gráfica de los niveles de expresión de mRNA de β-catenina en ratones wt 
(ntotal=23), p38γ
-/- (ntotal=8), p38δ
-/- (ntotal=9) y p38γ/δ
-/- (ntotal=20) en condiciones control (sin tratamiento) y tras el 
tratamiento con AOM/DSS. *p<0,05; **p<0,01. B) WB representativo de los niveles de proteína β-catenina en 
extractos totales de colon de animales wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- tratados con AOM/DSS (+) o sin 
tratamiento (-). Se muestran los niveles de proteína α-tubulina, como control de carga de la electroforesis en 
nuestras condiciones experimentales. C) WBs representativos de los niveles totales y fosforilados de las 
proteínas GSK3α/β y PKB, estudiados en extractos totales de colon de animales wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- 
en condiciones control (-) o tratados con AOM/DSS (+). Se muestra un control positivo de fosforilación de 
GSK3α/β y PKB, en el que se utilizaron células HEK293 estimuladas con insulina (10mM) durante 10 minutos 
(Ins.). 
 
Los niveles de β-catenina en el citoplasma celular están regulados mediante 
fosforilación por GSK3. La β-catenina no fosforilada se acumula en el citoplasma y 
se transloca al núcleo donde se une a factores de transcripción (Staal et al., 2002). 
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La proteína GSK3 fosforilada es inactiva y no fosforila a β-catenina, por lo que 
analizamos la actividad de esta quinasa en nuestras condiciones experimentales. 
La fosforilación basal de GSK3 es similar en todos los genotipos, pero tras el 
tratamiento con AOM/DSS hay un marcado descenso en los ratones p38γ-/- y 
p38γ/δ-/- (Fig. R-8.C), que coincide con la bajada de los niveles de la proteína β-
catenina (Fig. R-8.B). Los niveles totales de proteína GSK3 son iguales en todas las 
condiciones experimentales (Fig. R-8.C). También analizamos el estado de 
fosforilación y total de la proteína PKB, una de las principales proteínas 
reguladoras de la actividad de GSK3, al regular su estado fosforilado. Observamos 
que no hubo fosforilación de PKB en ninguno de los genotipos, 
independientemente del tratamiento, y que los niveles totales de PKB fueron 





El  análisis de la proteína STAT3 se realizó midiendo su estado de fosforilación 
y sus niveles totales mediante WB en nuestras condiciones experimentales. En la 
figura R-9 se muestran WB representativos en los que se observa un aumento de 
la fosforilación de STAT3 tras el tratamiento con AOM/DSS, que es independiente 




Fig. R-9. Niveles de expresión y fosforilación de STAT3 tras el tratamiento con AOM/DSS. 
WBs representativo del grado de expresión y fosforilación de la proteína STAT3, analizados en 
extractos totales de colon de ratones wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- en condiciones control (-) o 




La proteína COX2 se estudió en animales wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- tratados 
o no con AOM/DSS mediante diferentes aproximaciones: midiendo los niveles de 
mRNA, cuantificando células positivas para COX2 mediante inmunofluorescemcia 
y valorando los niveles de COX2 por WB (Fig. R-10).  
Los niveles de mRNA de COX2 mostraron un aumento en los ratones p38γ-/- y 
wt tras el tratamiento con AOM/DSS, siendo éste mucho más acusado en los p38γ-
/- (Fig. R-10.A). 
También se hizo una valoración histológica mediante inmunofluorescencia, 
para detectar la presencia de la proteína COX2 en el tejido de colon. En la figura R-
10.B se muestras secciones representativas de dichas tinciones. La cuantificación 
de las células positivas para COX2 mostró un aumento estadísticamente 
significativo, tras el tratamiento con AOM/DSS, en los ratones p38γ-/- con respecto 
a los ratones wt (Fig. R-10.C) 
También se examinó la expresión de la proteína COX2 en extractos totales de 
tejido de colon de ratones wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/-, tratados o no con 
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AOM/DSS (Fig. R-10.D). Sólo se detectó COX2 en los extractos de animales p38γ-/- 
tras haber sido sometidos a tratamiento. 
Por tanto, todos nuestros resultados muestran que la falta de p38γ provoca un 
aumento en los niveles de COX2 tras el tratamiento con AOM/DSS. 
 
 
Fig. R-10. Estudio de la expresión de COX2 en el colon de ratones wt, p38γ -/-, p38δ -/- y p38γ/δ -/- tras el tratamiento o 
no con AOM/DSS. A) Representación gráfica de los niveles de mRNA de COX2 en ratones wt (ntotal=19), p38γ
-/- (ntotal=8), 
p38δ-/- (ntotal=9) y p38γ/δ
-/- (ntotal=16) y en las diferentes condiciones experimentales. B) Secciones de colon de los diferentes 
genotipos utilizados en el ensayo teñidas mediante histoinmunofluorescencia con una anticuerpo anti-COX2 (rojo), en 
condiciones control y tras el tratamiento. En azul aparecen los núcleos celulares teñidos con Hoechst. C) Representación 
gráfica de la cuantificación realizada sobre la secciones histológicas de ratones wt (ntotal=6), p38γ
-/- (ntotal=6), p38δ
-/- (ntotal=6) 
y p38γ/δ-/- (ntotal=6), de células positivas para COX2. Por cada ratón analizado se contaron 30 campos. *p<0,05. D) WB 




Con la metaloproteinasa MMP9 se hizo un abordaje semejante al realizado con 
la proteína COX2, midiendo los niveles de mRNA y cuantificando las células 
positivas para el marcaje fluorescente anti-MMP9 (Fig. R-11).  
Los niveles de mRNA de MMP9 aumentaron significativamente, tras el 
tratamiento con AOM/DSS, en todos los genotipos (Fig. R-11.A). Este aumento, en 
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los ratones wt, fue mayor que en los p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/-, pero sólo entre los 
animales wt y los p38γ-/- las diferencias fueron estadísticamente significativas.  
 
 
Fig. R-11. Análisis de la expresión de los niveles de mRNA y de proteína MMP9, expresada en el tejido de 
colon, con y sin tratamiento con AOM/DSS. A) Representación gráfica de los niveles de mRNA de MMP9 en 
extractos de colon de ratones wt (ntotal=17), p38γ
-/- (ntotal=8), p38δ
-/- (ntotal=9) y p38γ/δ
-/- (ntotal=16) en condiciones 
control y tras el tratamiento con AOM/DSS. *p<0,05. B) Secciones representativas de colon teñidas mediante 
histoinmunofluorescencia con un anticuerpo anti-MMP9 (rojo), en condiciones control y tras el tratamiento con 
AOM/DSS, en los cuatro genotipos. En azul aparecen los núcleos celulares teñidos con Hoechst. C) Gráfica de la 
cuantificación realizada de células positivas para MMP9, sobre la secciones histológicas de ratones wt (ntotal=6), p38γ
-
/- (ntotal=6), p38δ
-/- (ntotal=6) y p38γ/δ
-/- (ntotal=6) tratados o no con AOM/DSS. Por cada ratón analizado se contaron 30 
campos. *p<0,05.  
 
También se realizaron tinciones histológicas de secciones de colon (Fig. R-
11.B) y se cuantificaron las células positivas para MMP9 (Fig. R-11.C). En 
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condiciones basales el número de células que expresan MMP9 en ratones wt es 
sensiblemente mayor que en el resto de genotipos. Además, el tratamiento con 
AOM/DSS no afectó a los niveles de células positivas para MMP9 en los ratones 
wt, mientras que en el resto de genotipos (p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/-), los niveles 
aumentaron con el tratamiento (Fig. R-11.C). 
En conclusión, nuestros resultados muestran que hay un aumento en los 
niveles de MMP9 a nivel de mRNA y de proteína en ratones p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-
/- que han sido tratados con AOM/DSS. En el caso de los animales wt, el número 
de células que expresan MMP9 en condiciones basales es mayor que en el resto 
de genotipos y además, no aumentan con el tratamiento. 
 
1.4.2. Niveles de mRNA de citoquinas relacionadas con CAC. 
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Fig. R-12. Niveles de expresión de mRNA de citoquinas pro- y anti-inflamtorias tras el 
tratamiento con AOM/DSS. Representación gráfica de la expresión de mRNA de IL10 (A), IL6 (B), 
IL1β (C) y TNFα (D) medidos en extractos totales de colon de ratones wt (ntotal=14/ ntotal=5), p38γ
-/- 
(ntotal=8), p38δ
-/- (ntotal=8) y p38γ/δ
-/- (ntotal=16) en condiciones control y tras el tratamiento con 
AOM/DSS. *<p0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
 
Los niveles de mRNA de citoquinas anti- y pro-inflamatorias, se analizaron en 
muestras procedentes de animales wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- tratados o no con 
AOM/DSS (Fig. R-12). Las citoquinas que se valoraron fueron IL1β, TNFα, IL6 e 
IL10. 
Se observó un aumento, estadísticamente significativo, en la producción de la 
mayoría de  las citoquinas tras el tratamiento con AOM/DSS en los cuatro 
genotipos (Fig. R-12). En el caso de la citoquina anti-inflamatoria IL10, este 
incremento fue similar en los cuatro genotipos, aunque sólo encontramos 
diferencias estadísticamente significativas en los ratones wt, p38δ-/- y p38γ/δ-/- (Fig. 
R-12.A). El mismo resultado se observó con los niveles de mRNA de las citoquinas 
pro-inflamatorias IL6 e IL1β (Fig. R-12.B, R-12.C), aunque la producción de esta 
última, en los ratones p38δ-/-, es ligeramente menor que en el resto de los 
genotipos. Por otro lado, el incremento en la producción de TNFα, tras el 
tratamiento, fue significativamente menor en los ratones p38γ-/- y p38γ/δ-/- con 
respecto a los ratones wt (Fig. R-12.D), sugiriendo la implicación de p38γ en la 
expresión de la citoquina pro-inflamatoria TNFα. 
 
1.4.3. Células inmunes implicadas en CAC: macrófagos, neutrófilos y linfocitos. 
Macrófagos. 
 
Para analizar la infiltración de macrófagos en el colon de ratones wt, p38γ-/-, 
p38δ-/- y p38γ/δ-/-, tratados con AOM/DSS y control, se realizaron tinciones de 
secciones histológicas utilizando un anticuerpo frente al marcador específico de 
superficie F4/80 y se cuantificaron las células positivas para F4/80 (F4/80+) (Fig. R-
13).    
El número de células F4/80+ en condiciones basales (control) fue similar en 
todos los genotipos (Fig. R-13.B). Tras el tratamiento, se observó un aumento en el 
número de células F4/80+ en todos los genotipos, pero éste fue mayor en el caso 
de los ratones p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- al compararlos con los wt. Además, este 
incremento fue estadísticamente significativo en los ratones p38δ-/- y p38γ/δ-/-. 
También, se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los 
animales wt y los animales p38γ/δ-/- tras el tratamiento (Fig. R-13.B).  
Estos resultados indican que existe una mayor infiltración de macrófagos, tras 






Fig. R-13. Infiltración de macrófagos en el tejido de colon. A) Secciones representativas del colon de 
ratones wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/-, en condiciones control y tras el tratamiento con AOM/DSS, teñidas 
mediante inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-F4/80 (rojo) y con un tinte específico de núcleo como es 
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el Hoechst (azul). B) Gráfica de la cuantificación realizada de células F4/80++, sobre secciones histológicas de 
ratones wt (ntotal=6), p38γ
-/- (ntotal=6), p38δ
-/- (ntotal=6) y p38γ/δ
-/- (ntotal=6), tratados o no con AOM/DSS. Por cada 






Fig. R-14. Infiltración de neutrófilos en el tejido de colon. A) Secciones representativas del colon de 
ratones wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/-, en condiciones control y tras el tratamiento con AOM/DSS, teñidas 
mediante inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-Gr1 (rojo) y con un tinte específico de núcleo como es el 
Hoechst (azul). B) Gráfica de la cuantificación realizada de células Gr1++, sobre secciones histológicas de 
ratones wt (ntotal=6), p38γ
-/- (ntotal=6), p38δ
-/- (ntotal=6) y p38γ/δ
-/- (ntotal=6), tratados o no con AOM/DSS. Por cada 
ratón analizado se cuantificaron 30 campos. **p<0,01. 
 
La infiltración de neutrófilos se examinó igual que la de macrófagos, pero 
utilizando el anticuerpo frente al marcador específico de superficie Gr1 (Fig. R-14).  
Las células positivas para Gr1 (Gr1+) se cuantificaron a partir de las secciones 
histológicas teñidas mediante fluorescencia (Fig. R-14.A). Se observó que en todos 
los genotipos hubo un aumento en la infiltración de células Gr1+ tras el tratamiento 
(Fig. R-14.B). Sin embargo, el número total de células Gr1+ en el colon de ratones 
p38δ-/- y p38γ/δ-/- fue ligeramente menor que en el caso de los animales wt y p38γ-/-, 
tras el tratamiento con AOM/DSS (Fig. R-14.B). 
Estos resultados sugieren que la falta de p38δ produce un defecto en la 




Las cuantificaciones de la infiltración de linfocitos en el colon de ratones 
tratados o no con AOM/DSS se realizó como hemos descrito para macrófagos y 
neutrófilos, pero utilizando un anticuerpo específico frente al marcador de 
superficie CD3 (Fig. R-15).  
 A partir de secciones de colon teñidas mediante inmunofluorescencia (Fig. R-
15.A) se cuantificó el número de células CD3 positivas (CD3+). En la cuantificación 
se observó que el número de células CD3+ aumentaba tras el tratamiento en todos 
los genotipos, aunque este aumento fue más acusado en los ratones p38δ-/- y 






Fig. R-15. Infiltración de linfocitos en el tejido de colon. A) Secciones representativas del colon de ratones 
wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/-, en condiciones control y tras el tratamiento con AOM/DSS, teñidas mediante 
inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-CD3 (rojo) y con un tinte específico de núcleo como es el Hoechst 
(azul). B) Gráfica de la cuantificación realizada de células CD3++, sobre secciones histológicas de ratones wt 
(ntotal=6), p38γ
-/- (ntotal=6), p38δ
-/- (ntotal=6) y p38γ/δ
-/- (ntotal=6), tratados o no con AOM/DSS. Por cada ratón 
analizado se cuantificaron 30 campos. *p<0,05. 
 
2. Colitis ulcerosa. 
 
En paralelo al análisis del fenotipo de los ratones deficientes en p38γ y/o p38δ tras el 
tratamiento con AOM/DSS, quisimos también estudiar el fenotipo desarrollado por dichos 
animales en la situación previa al desarrollo del cáncer de colon, induciendo en los ratones 
una colitis ulcerosa mediante el tratamiento con DSS y su posterior recuperación. Para 
ello animales wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- fueron sometidos a diferentes condiciones de 
tratamiento (Fig. M-1) en función de los parámetros que quisimos estudiar. 
 
2.1. Efectos del tratamiento con DSS. 
 
Analizamos una serie de parámetros que se ven alterados con el tratamiento con 
DSS. Estos parámetros fueron: la variación de peso y la longitud del colon (Fig. R-16), 
el grado de daño epitelial e inflamación de la mucosa (Fig. R-17), así como la 
presencia de úlceras en el epitelio intestinal (Fig. R-18). 
 
2.1.1. Variación de peso y de la longitud del colon.  
 
La variación de peso, así como la de la longitud del colon, se evaluó durante el 
tratamiento de los animales con DSS. El tratamiento consistió en una primera fase 
en la que se administró DSS (3%) durante 5 días y una segunda fase de 
recuperación, sin DSS (Materiales y métodos 3.1). 
 
Fig. R-16. Seguimiento en la variación del peso y de la longitud del colon, a lo 
largo del tratamiento con DSS y posterior recuperación, en ratones wt, p38γ -/-, 
p38δ -/- y p38γ/δ -/-. A) Porcentajes de aumento o perdida de peso a lo largo del 
tratamiento con DSS en ratones wt (ntotal=113), p38γ
-/- (ntotal=63), p38δ
-/- (ntotal=56) y 
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p38γ/δ-/- (ntotal=101). B) Variación en la longitud del colon (cm) de los ratones wt 
(ntotal=119), p38γ
-/- (ntotal=62), p38δ
-/- (ntotal=59) y p38γ/δ
-/- (ntotal=107) a lo largo del 
tratamiento con DSS. 
 
Tanto en el caso de la variación del peso (Fig. R-16.A) como en la de la 
longitud del colon (Fig. R-16.B), observamos un descenso durante los primeros 
días de tratamiento. Esta bajada fue máxima entre los días 5 y 10 de tratamiento. A 
días posteriores, el peso y la longitud del colon vuelven a recuperar valores 
iniciales. En ningún caso se observaron diferencias significativas en el patrón de 
bajada y recuperación de ambos parámetros al comparar los diferentes genotipos. 
 
2.1.2. Valoración del daño epitelial y de la inflamación de la mucosa. 
 
Otros parámetros que se estudiaron para analizar el grado de sensibilidad al 
tratamiento de los diferentes genotipos, fue evaluar el grado de daño epitelial, así 
como el grado de inflamación de la mucosa, siguiendo unas escalas semi-
cuantitativas descritas en el apartado 3.1 de Materiales y métodos. En estas 
escalas se valoraron entre otros factores la presencia de focos de inflamación, la 
infiltración de células inflamatorias y la presencia de úlceras. 
En la figura R-17.A se muestran secciones de colon teñidas con H&E de 
animales wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/-, antes (0 días), durante (5 días) y tras (10 
días) el tratamiento con DSS. En todos los genotipos podemos observar una 
proliferación anómala de las células del epitelio intestinal (displasia), a los 10 días 
del inicio del tratamiento (Fig. R-17.A, tercera columna). Los animales p38γ-/- fueron 
los primeros en mostrar displasia epitelial. Además, el grado de ésta es mayor que 
en el resto de genotipos a los 10 días. 
Al evaluar el grado de daño en el epitelio intestinal (Fig. R-17.B), así como de la 
inflamación de la mucosa (Fig. R-17.C), encontramos que de forma espontánea 
ninguno de los ratones presentaba daño o inflamación, por lo que el grado de 
estos dos parámetros a día 0 de tratamiento es 0. Tras 5 días de tratamiento, 
observamos que el grado de daño en los distintos genotipos oscilaba entre 2.5 y 
3.5 (Fig. R-17.A), correspondiendo el máximo valor a los animales p38γ-/-. Además, 
los ratones wt y p38δ-/- presentaban un comportamiento muy semejante a lo largo 
del ensayo. Presentando un grado de daño mayor a los 10 días de tratamiento que 
a los 5 (Fig. R-17.A). Por otro lado, los animales p38γ-/- y p38γ/δ-/- presentaron un 
daño mayor a los 5 días, que bajó ligeramente, a los 10 días del inicio del 
tratamiento. 
Cuando analizamos la inflamación de la mucosa (Fig. R-17.C), observamos 
que a los 5 días de tratamiento los ratones p38δ-/- y p38γ/δ-/- presentaban un grado 
de inflamación significativamente menor que el de los ratones p38γ-/- (Fig. R-17.C). 
A los 10 días del inicio del tratamiento, el grado de inflamación aumentó en todos 
los genotipos salvo en wt. Además, encontramos diferencias estadísticamente 
significativas al comparar la inflamación entre los ratones p38γ-/- y p38γ/δ-/-, a los 10 
días del tratamiento con DSS. 
En conclusión, podemos decir que en respuesta al tratamiento con DSS, los 
animales deficientes en p38γ presentan un grado de displasia y de daño epitelial 




Fig. R-17. Valoración histopatológica del grado de daño epitelial y el grado de inflamación de la mucosa 
intestinal tras el tratamiento con DSS. A) Secciones representativas, teñidas con H&E, de la mucosa intestinal de 
ratones wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- a los 0, 5 y 10 días del inicio del tratamiento con DSS. B) Valoración del grado 
de daño epitelial analizado en ratones wt (ntotal=24), p38γ
-/- (ntotal=12), p38δ
-/- (ntotal=12) y p38γ/δ
-/- (ntotal=14) a los 0, 5 y 
10 días del tratamiento con DSS. La escala de valoración utilizada fue la siguiente, de 0 a 4: 0= no hay evidencias de 
daño epitelial, 1= lesiones epiteliales ocasionales, 2= 1-2 focos de ulceración, 3= menos de 5 focos de ulceración, 4= 




-/- (ntotal=12) y p38γ/δ
-/- (ntotal=14) a los 0, 5 y 10 días del tratamiento con DSS. La 
escala de valoración utilizada fue la siguiente, de 0 a 4: 0= no hay evidencias de inflamación, 1= bajo nivel de 
inflamación con infiltración dispersa de células mononucleares, 2= inflamación moderada con múltiples focos, 3= alto 
nivel de inflamación con incremento de la densidad vascular y marcado adelgazamiento de la pared y 4= inflamación 
altamente severa, con infiltración trans-mural de leucocitos y perdida de células caliciformes. *p<0,05. 
 
2.1.3. Aparición de úlceras. 
 
También valoramos la presencia y el tamaño en superficie de las úlceras 
epiteliales aparecidas tras el tratamiento con DSS y posterior recuperación (Fig. R-
18). 
En la figura R-18.A se muestran secciones representativas de colon, teñidas 
con H&E, de los diferentes genotipos ensayados. Además, en las secciones se 
indican las úlceras valoradas, así como la presencia de focos de inflamación 
encontrados a lo largo del tratamiento. 
Cuando analizamos el número de úlceras en los diferentes genotipos (Fig. R-
20.B), observamos que todos ratones presentaban un número muy semejante a los 
5 días de tratamiento (entorno a 5 úlceras por ratón). Pero tras 10 días de 
tratamiento, el número de úlceras aumentaba en los animales wt, p38δ-/- y p38γ/δ-/-, 
mientras que en el caso de los animales carentes en p38γ disminuye (Fig. R-20.B). 
Al medir la extensión de las úlceras en superficie (Fig. R-18.C), encontramos 
que tanto los ratones wt como los ratones p38γ-/- y p38δ-/-  presentaban úlceras de 
tamaños similares durante el tratamiento. A los 5 días del inicio del tratamiento 
observamos que entorno al 75% de las úlceras estaban entre  0-1 mm, entorno al 
17% estaban entre 1-2 mm y que entorno al 7% de las úlceras estaban por encima 
de los 2 mm. Tras 10 días del inicio del ensayo, encontramos un 50% de úlceras 
con un tamaño de 0-1 mm, un 24% de entre 1 y 2 mm de extensión y entorno a un 
26% de más de 2 mm. Por otro lado, el tamaño de las úlceras de los animales 
p38γ/δ-/- a los 5 y 10 días del inicio del tratamiento, fueron menores que las del 
resto de genotipos, no superando los 2 mm a los 5 días y presentando sólo un 8% 
de úlceras con un tamaño superior a los 2 mm a los 10 días ( Fig. R-18.C). 
Estos resultados muestran que los animales wt y p38δ-/- por un lado y los 
animales p38γ-/- y p38γ/δ-/- por otro, presentan un comportamiento semejante en 
cuanto a la aparición de úlceras y el tamaño de las mismas a lo largo del 
tratamiento con DSS y su posterior recuperación. Sugiriendo que la isoforma p38γ 





Fig. R-18. Cuantificación de las úlceras encontradas en el colon de los ratones tratados con DSS. A) Secciones 
representativas, teñidas con H&E, de ratones wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- a los 0, 5 y 10 días del inicio del tratamiento 
con DSS. En las imágenes se indica con línea roja las úlceras encontradas y con línea negra los focos de inflamación. 
B) Cuantificación de las úlceras evaluadas en animales wt (ntotal=16), p38γ
-/- (ntotal=8), p38δ
-/- (ntotal=8) y p38γ/δ
-/- 
(ntotal=10) a los diferentes días del ensayo. C) Representación gráfica de los porcentajes de úlceras analizadas en 
función de su tamaño, medido en superficie, en ratones wt (ntotal=16), p38γ
-/- (ntotal=8), p38δ
-/- (ntotal=8) y p38γ/δ
-/- 
(ntotal=10), a los 5 y 10 días del tratamiento con DSS. 
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2.2. Estado de diferentes vías de señalización.  
 
A continuación, analizamos el estado de activación de diferentes vías de 
señalización que podrían estar implicadas en el desarrollo de la colitis ulcerosa, en 
ratones wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/-. Los ratones se sometieron al protocolo de colitis 
que consistió en la administración de DSS al 3% hasta 5 días, y posterior 
recuperación (sin DSS) hasta 20 días. El análisis se realizó en extractos totales de 
colon, lisados totales de células epiteliales y lisados procedentes de la fragmentación 
celular (citosol y núcleo). Las vías de señalización que se analizaron fueron: MAPKs 





Fig. R-19. Niveles de proteína y actividad de las p38MAPKs tras el tratamiento con DSS. A) WBs 
representativos de los niveles de proteína de las cuatro isoformas de las p38MAPKs, así como de su estado 
de fosforilación, analizados en extractos totales de colon de ratones wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- a los 0, 5, 
10, 15 y 20 días del inicio del tratamiento con DSS. B) Niveles de la proteína p38α, así como de su estado de 
fosforilación, estudiados en extractos de células epiteliales de colon de ratones wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- 
tratados durante 0 ó 4 días con DSS. Se muestra un control positivo de fosforilación de p38α, en el que se 
utilizaron células HEK293 estimuladas con sorbitol (0,5M) durante 10 minutos (Sorb.). C) Inmunoprecipitación 
de las isoformas p38γ y p38δ a partir de 1mg (en cada caso) de extracto total de colon de ratones wt a los 0, 5 
y 10 días del inicio del tratamiento con DSS. Posteriormente se analizaron por WB tanto los niveles de proteína 
como su fosforilación. Se muestra un control positivo de fosforilación de p38γ o p38δ, en el que se utilizaron 
células HEK293 estimuladas con sorbitol (0,5M) durante 10 minutos. A continuación, se inmunoprecipitó la 
isoforma correspondiente a partir de 1mg del extracto celular (Sorb.). 
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Las primeras MAPKs que se examinaron fueron las p38MAPKs (Fig. R-19). En 
extractos totales de colon no observamos activación de p38α, aunque en algunos 
casos si se vio un ligero aumento a los 5 días de tratamiento en los animales wt y 
p38γ/δ-/- (Fig. R-19.A). También estudiamos el estado de fosforilación de 
p38MAPKs en lisados de células epiteliales de ratones que fueron tratados con 
DSS durante 4 días (Fig. R-19.B). Observamos que había otra vez una ligera 
fosforilación en las células procedentes de animales wt y p38γ/δ-/- tras el 
tratamiento (Fig. R-19.B). Además, para comprobar si p38γ y p38δ se activaban 
tras el tratamiento, se inmunoprecipitaron ambas proteínas a partir de 1mg de 
extractos totales de colon de animales wt y analizamos su fosofrilación por WB 
(Fig. R-19.C). Al igual que para la p38α, no observamos fosforilación en ninguna de 
las dos isoformas. 
ERK1/2 presentó una fosofrilación basal en todos los genotipos (Fig. R-20.A). 
En los animales wt y p38δ-/- observamos un ligero incremento en la activación de 
estas proteínas a los 5 días del tratamiento con DSS y un descenso a los 10 días. 
En el caso de los ratones p38γ-/- y p38γ/δ-/-, el incremento en la fosforilación de 
ERK1/2 no se produce, pero si se da el descenso observado a los 10 días en los 
ratones wt y p38δ-/- (Fig. R-20.A). Sorprendentemente, en los ratones wt y p38γ/δ-/-, 
la fosforilación de ERK1/2 vuelve a aumentar a los 15 días del tratamiento y vuelve 
a bajar a los 20 días. Los niveles totales de ERK1/2 son similares en todos los 
genotipos y no varían a lo largo del tratamiento (Fig. R-20.A). También, se analizó la 
fosforilación de ERK1/2 en células del epitelio intestinal de ratones que fueron 
tratados o no con DSS (Fig. R-20.B). Los niveles totales de ERK1/2 en estas 
células fueron iguales en todas las condiciones experimentales. En las células wt y 
p38δ-/- encontramos un aumento en la activación de ERK1/2 a los 4 días del 
tratamiento, mientras que en las células p38γ-/- y p38γ/δ-/-, esa activación no ocurre 
(Fig. R-20.B). Estos resultados confirman las diferencias de fosforilacion de 
ERK1/2, tras el tratamiento, observadas en extractos totales de colon de los 
diferentes genotipos (Fig. R-20.A). 
 
Fig. R-20. Niveles de proteína y actividad de ERK1/2 y JNK1/2 tras el tratamiento con DSS. A) WBs 
representativos de los niveles de proteína ERK1/2 y de su estado de fosforilación, en extractos totales de 
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colon de ratones wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- a los 0, 5, 10, 15 y 20 días del inicio del tratamiento con DSS. B) 
Niveles del estado de fosforilación y de proteína ERK1/2, en extractos de células epiteliales de colon de 
ratones wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- tratados durante 0 ó 4 días con DSS. C) WBs representativos de los 
niveles de proteína JNK1/2 y de su estado de fosforilación, en extractos totales de colon de ratones wt, p38γ-/-
, p38δ-/- y p38γ/δ-/- a los 0, 5, 10, 15 y 20 días del inicio del tratamiento con DSS. 
 
Al igual que con ERK1/2, JNK1/2 presentó una fosforilación basal alta en todos 
los genotipos (Fig. R-20.D). En los animales wt, observamos un incremento en la 
fosforilación de estas proteínas a los 5 días del tratamiento con DSS y, un 
descenso en días posteriores, llegando a niveles por debajo del basal. Por el 
contrario, en los ratones p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- no observamos un incremento en 
la fosforilación a los 5 días, pero si un descenso a lo largo del tratamiento. Los 
niveles totales de estas quinasas son similares en todos los genotipos y no 




Otra de las vías de señalización que analizamos fue la del factor de 
transcripción NF-κB. Para ello examinamos los niveles del inhibidor IκB-α en 
extractos totales de colon (Fig. R-21.A) y los niveles de NF-κB en fracciones de 
células del epitelio intestinal (citoplasma y núcleo) de ratones que fueron tratados o 
no con DSS (Fig. R-21.B).  
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Fig. R-21. Estudio de la vía de señalización de NF-κB en el colon de ratones tratados con DSS. A) WBs 
representativos de los niveles de proteína IκB-α en extractos totales de colon de ratones wt, p38γ-/-, p38δ-/- y 
p38γ/δ-/- a los 0, 5, 10, 15 y 20 días del inicio del tratamiento con DSS. Se muestran los niveles de proteína α-
tubulina, como control de carga de la electroforesis en nuestras condiciones experimentales. B) WBs de los 
niveles de proteína NF-κB analizados en fracciones celulares (citosol y núcleo) de células epiteliales de colon 
de animales wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- tratados con DSS durante 0 ó 4 días. Se muestran los niveles de 
proteína α-tubulina, como control de carga de la electroforesis en nuestras condiciones experimentales. 
 
En extractos totales de colon, no observamos una clara variación en los 
niveles de IκB-α a lo largo del tratamiento y en ninguno de los genotipos (Fig. R-
21.A). Por otro lado, al analizar los niveles de NF-κB en las fracciones celulares, 
observamos que, tras el tratamiento, los niveles totales de NF-κB aumentaron en 
las células wt, p38γ-/- y p38δ-/-. Por el contrario, en las células p38γ/δ-/- los niveles 
no se vieron afectados por el tratamiento con DSS (Fig. R-21.B). Además, los 
niveles aumentaron tras el tratamiento sólo en la fracción citosólica en todos los 
genotipos (wt, p38γ-/- y p38δ-/-), indicando que no hay translocación de NF-κB al 




Cuando examinamos los niveles de expresión de β-catenina en extractos 
totales de colon (Fig. R-22.A), observamos que en todos los genotipos los niveles 
disminuyen a lo largo del tratamiento, pero en el caso de los ratones p38δ-/- y 
p38γ/δ-/-, este descenso es más rápido que en el resto de genotipos (Fig. R-22.A). 
Este resultado coincide con el encontrado al analizar el estado de fosforilacion de 
GSK3, en el que se observó una bajada de la fosforilación a lo largo del tiempo en 
todos los genotipos (Fig. R-22.A). Estos resultados sugieren que a tiempos largos 
de tratamiento, β-catenina está regulada por la fosforilación mediada por GSK3. 
A continuación, realizamos el mismo tipo de análisis en las fracciones 
citosólicas y nucleares de células epiteliales aisladas de ratones control y tratados 
con DSS durante 4 días (Fig. R-22.B, R-22.C). Al estudiar β-catenina, vimos que 
tras el tratamiento, había un aumento de sus niveles en todos los genotipos 
excepto en los p38γ-/- (Fig. R-22.B). Además, los niveles de β-catenina son 
similares en la fracción citosólica y nuclear en los ratones wt, p38γ-/- y p38δ-/-. Por el 
contrario, en los ratones p38γ/δ-/- los niveles de β-catenina en núcleo son 
visiblemente mayores que en el citosol (Fig. R-22.B). Esta diferencia es más 
evidente en las células de los ratones tratados. En cuanto a GSK3, su fosforilación 
aumentó tras el tratamiento en todos los genotipos (Fig. R-22.C). En el caso de los 
ratones wt, p38γ-/- y p38δ-/- los niveles de GSK3 total y fosforilada fueron similares 
en citosol y núcleo. Sin embargo, en los ratones p38γ/δ-/- tratados, los niveles de 





Fig. R-22. Análisis de la vía del señalización de β-catenina en el colon de animales tratados con DSS. A) 
WBs de los niveles de proteína β-catenina y GSK3α/β, así como del estado de activación de  GSK3α/β, en 
extractos totales de colon de ratones wt , p38γ-/- , p38δ-/- y p38γ/δ-/- a los 0, 5, 10, 15 y 20 días del inicio del 
tratamiento con DSS. B) Niveles de proteína β-catenina analizados en fracciones celulares (citosol y núcleo) de 
células epiteliales de colon de animales wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- tratados con DSS durante 0 ó 4 días. Se 
muestra cada condición analizada por duplicado. C) Estado de activación y niveles de proteína GSK3α/β 
estudiados en fracciones celulares (citosol y núcleo) de células epiteliales de colon, de animales wt, p38γ-/-, 
p38δ-/- y p38γ/δ-/- tratados durante 0 ó 4 días con DSS. Se muestra cada condición analizada por duplicado. 
 




También valoramos el estado de fosforilación, así como los niveles de STAT3, 
en animales wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- sometidos a tratamiento con DSS. En los 
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animales wt, p38γ-/- y p38γ/δ-/- observamos un incremento en la fosforilación de 
STAT3 a los 5 días del tratamiento con DSS, aunque disminuye en días posteriores 
(Fig. R-23.A). En el caso de los ratones p38δ-/- este incremento en la fosforilación 
de STAT3 no se produce. Los niveles totales de STAT3 son similares en todos los 
genotipos y no varían a lo lago del tratamiento (Fig. R-23.A).  
 
Fig. R-23. Análisis del estado de fosforilación y de los niveles de proteína STAT3 en el colon de ratones 
tratados con DSS. A) Estado de fosforilación y niveles de proteína STAT3 en extractos totales de colon de 
animales wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- a los 0, 5, 10, 15 y 20 días del inicio del tratamiento con DSS. B) Estado 
de fosforilación y niveles de proteína STAT3 analizados en fracciones celulares (citosol y núcleo) de células 
epiteliales de colon de animales wt , p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- tratados durante 0 ó 4 días con DSS. Se 
muestra cada condición analizada por duplicado. C) Niveles de proteína y estado de fosforilación de STAT3 en 
la fracción nuclear de células epiteliales de colon de animales wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- tratados con DSS 
durante 4 días. Se muestra cada condición analizada por duplicado. 
 
Además, también analizamos la fosforilación y los niveles de STAT3 en 
fracciones  de células del epitelio intestinal (citosol y núcleo) de ratones que fueron 
tratados o no con DSS. Observamos que tras el tratamiento, los niveles totales de 
STAT3 aumentan en las células wt y p38γ-/- independientemente de la fracción 
subcelular estudiada, mientras que en las células p38δ-/- y p38γ/δ-/- los niveles no se 
ven afectados por el tratamiento con DSS (Fig. R-23.B). Además, la fosforilación de 
STAT3 aumentó tras el tratamiento sólo en la fracción nuclear en todos los 
genotipos (Fig. R-23.B) y este aumento fue mayor en las células p38γ-/-, p38δ-/- y 
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p38γ/δ-/- (Fig. R-23.C). Los niveles totales de STAT3 en el núcleo de estas células 




Valoramos los niveles de COX2 en el modelo de colitis ulcerosa,  al igual que 
hicimos en el modelo de CAC. Para ello estudiamos los niveles de mRNA (Fig. R-
24), ya que los niveles de proteína COX2 no pudieron ser detectados por WB a 
partir de extractos totales de colon (dato no mostrado). Aunque la variabilidad de 
los datos es muy grande, tras el tratamiento encontramos un aumento en los 
niveles de mRNA en todos los genotipos (Fig. R-24). Este aumento se mantiene por 
encima del basal hasta los 20 días. Además, los niveles de mRNA de COX2 que se 
alcanzan en los ratones p38δ-/- y p38γ/δ-/- son inferiores a los de los ratones wt y 
p38γ-/-. En el caso de los ratones p38g-/-, los niveles de COX2 son mayores a los de 
wt a tiempos 0 y 10 días de tratamiento (Fig. R-24). Estos resultados son 
semejantes a los obtenidos en el modelo de CAC, en los que los niveles de mRNA 




Fig. R-24. Expresión de mRNA de COX2 en ratones wt, p38γ -/-, p38δ -/- y p38γ/δ -/- a 
los 0, 5, 10, 15 y 20 días del inicio del tratamiento con DSS. Se analizaron los niveles 
de mRNA de COX2 en animales wt (ntotal=15), p38γ
-/- (ntotal=15), p38δ
-/- (ntotal=15) y 




Con la metaloproteinasa MMP9 se hizo un abordaje semejante al realizado con 
la proteína COX2 (Fig. R-24). Los niveles de mRNA de MMP9 aumentaron 
significativamente en todos los genotipos a los 5 días del tratamiento con DSS y 
bajaron en días posteriores. Salvo en el caso de los ratones p38γ-/-, en los que los 
niveles de MMP9 se mantuvieron iguales a lo largo de  los días 5 y 10 del 
tratamiento (Fig. R-25). El aumento de MMP9 fue mayor en los animales wt que en 
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el resto de los genotipos, y este incremento fué estadísticamente significativo con 
respecto a los ratones p38γ-/- y p38δ-/- (Fig. R-25). Estos resultados se asemejan a 
los obtenidos en el modelo de CAC, en los que los niveles de mRNA de MMP9 
alcanzaban niveles mayores tras el tratamiento (AOM/DSS) en los ratones wt (Fig. 
R-11.A). 
 
Fig. R-25. Expresión de mRNA de MMP9 en ratones wt, p38γ -/-, p38δ -/- y p38γ/δ -/- a los 0, 5, 10, 15 y 20 
días del inicio del tratamiento con DSS. Se analizaron los niveles de mRNA de MMP9 en animales wt 
(ntotal=30), p38γ
-/- (ntotal=15), p38δ
-/- (ntotal=15) y p38γ/δ
-/- (ntotal=29) en la diferentes condiciones experimentales. 
*p<0,05. 
 
2.3.4. Niveles de citoquinas. 
 
Como ya mencionamos en el apartado 2.1.2. de la Introducción, en la 
patogénesis de la inflamación intestinal del colon van a jugar un papel muy 
importante moléculas efectoras como son las citoquinas. Por lo que analizamos los 
niveles de expresión de mRNA de varias citoquinas (IL1β, IL6, IL10 y TNFα), tras el 
tratamiento con DSS y posteriores tiempos de recuperación, en los diferentes 
genotipos, así como sus niveles de proteína producida y secretada (Fig. R-26). 
En los cuatro genotipos, se observó que la producción del mRNA de todas las 
citoquinas aumentaba tras los 5 días de tratamiento con DSS y que descendía en 
los días posteriores (Fig. R-26.A). Aunque existe una gran variabilidad entre los 
datos obtenidos a los 5 días del tratamiento, en el caso de la citoquina anti-
inflamatoria IL-10, el incremento fue mayor en los ratones wt que en los animales 
p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- (Fig. R-26.A). Por otro lado, los niveles de mRNAs de las 
citoquinas pro-inflamatorias IL1β e IL6 parecen ser mayores en los ratones p38γ-/- 
(Fig. R-26.A), mientras que los de TNFα son mayores en los ratones p38δ-/- a los 5 
días de tratamiento con DSS (Fig. R-26.A). Por el contrario, en tiempos posteriores 
del ensayo (días 10, 15 y 20) no observamos diferencias en los niveles de 
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expresión de mRNA de ninguna de las citoquinas estudiadas al compararlas entre 
los diferentes genotipos. 
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Fig. R-26. Niveles de expresión de mRNA y niveles de secreción de citoquinas en ratones wt, p38γ -/-, 
p38δ -/- y p38γ/δ -/- tras el tratamiento con DSS. A) Representaciones gráficas de los niveles de mRNA de 
citoquinas anti- (IL10) y pro-inflamatorias (IL1β, TNFα, IL6) medidas en el colon de animales wt (ntotal=15), p38γ
-
/- (ntotal=15), p38δ
-/- (ntotal=15) y p38γ/δ
-/- (ntotal=15) a los 0, 5, 10, 15 y 20 días del inicio del tratamiento con DSS. 
B) Representaciones gráficas de los niveles de citoquinas anti- (IL10) y pro-inflamatorias producidas y 
secretadas (IL1β, TNFα, IL6) en el colon de animales wt (ntotal=12), p38γ
-/- (ntotal=12), p38δ
-/- (ntotal=12) y p38γ/δ
-/- 
(ntotal=11) a los 0 y 7 días del inicio del tratamiento con DSS. 
 
Además, también medimos los niveles de proteína de las distintas citoquinas 
pro- y anti-inflamatorias producidas y secretadas en el colon como se describe en 
el apartado 10 de  Materiales y métodos. Todas las citoquinas por-inflamatorias 
(IL1β, IL6 y TNFα) aumentaron su grado de secreción tras el tratamiento con DSS 
en todos los ratones (Fig. R-26.B). En el caso de la IL1β y TNFα, su producción fue 
mayor en los ratones p38γ-/- que en el resto de genotipos (Fig. R-26.B). Se 
encontraron diferencias estadísticamente significativas al comparar la producción 
de la IL1β, entre los ratones p38γ-/- y p38γ/δ-/-, tras el tratamiento. Así como en el 
caso de la citoquina TNFα, al comparar sus niveles entre los animales p38γ-/- y el 
resto de genotipos, tras el tratamiento (Fig. R-26.B). Sin embargo, la producción de 
IL6 presentó niveles semejantes en todos genotipos (Fig. R-26.B). Por otro lado, la 
producción de la citoquina anti-inflamatoria IL10, no aumentó con el tratamiento en 
ninguno de los genotipos. En el caso de los ratones wt disminuyó 
significativamente tras el tratamiento (Fig. R-26.B). Además, los niveles basales de 
IL10 en los ratones wt fueron mayores que en los ratones deficientes en p38γ, p38δ 
y p38γ/δ (Fig. R-26.B).  
Estos resultados sugieren que la falta de p38γ parece promover la síntesis de 
moléculas efectoras (IL1β y TNFα) que en el colon favorecen los procesos 
inflamatorios. 
 
2.4. Células implicadas en la inflamación. 
 
Macrófagos, neutrófilos y linfocitos, desempeñan un papel muy importante en los 
procesos inflamatorios, por lo que evaluamos su grado de infiltración en el colon 





Se llevó a cabo el análisis de la infiltración de macrófagos en el colon de 
animales wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- tratados con DSS como se describe en la 
figura M-1. El estudio se realizó en secciones teñidas con el marcador de superficie 
específico de macrófagos (F4/80) y se cuantificaron las células F4/80+. En la figura 
R-27.A se muestran secciones representativas sobre las que se realizó la 
cuantificación de células F4/80+ en los diferentes genotipos y tiempos del 
experimento.  
Tras la cuantificación (Fig. R-27.B), observamos una clara diferencia entre los 
ratones wt y los p38γ-/- con respecto a los ratones p38δ-/- y p38γ/δ-/- (Fig. R-27.B). 
Los animales wt y los carentes en p38γ, tras el tratamiento, tuvieron un 
comportamiento muy semejante en la infiltración de macrófagos, presentando un 
aumento a los 5 días y un descenso a los 10 días del tratamiento (Fig. R-27.B). En 
ambos casos, las diferencias entre el grado de infiltración basal y el grado de 
infiltración a los día 5 fueron estadísticamente significativas. Por otro lado, tras los 
5 días de tratamiento, observamos que la infiltración de macrófagos en los ratones 
p38δ-/- y p38γ/δ-/- fue mucho más baja que la de los wt y p38γ-/- (Fig. R-27.B). En 
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ambos genotipos, encontramos diferencias estadísticamente significativas 
respecto a los animales wt. Sin embargo, tras el tiempo de recuperación (a los 10 
de tratamiento), en los animales p38δ-/- observamos un aumento en su grado de 
infiltración, llegando a niveles similares a los encontrados en wt y p38γ-/- (Fig. R-
27.B). Mientras que en los ratones p38γ/δ-/- el grado de infiltración disminuye a los 
10 días, con respecto al día 5, y este descenso es significativamente menor que el 
observado en los ratones wt a día 10.  
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Fig. R-27. Infiltración de macrófagos en el colon de animales tratados con DSS. A) Secciones del colon 
de ratones wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- a los 0, 5 y 10 días del inicio del tratamiento con DSS. Estas 
secciones están teñidas mediante inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-F4/80 (rojo) y con un tinte 
específico de núcleo como es el Hoechst (azul). B) Cuantificación de células F4/80+, sobre secciones 
histológicas de ratones wt (ntotal=12), p38γ
-/- (ntotal=12), p38δ
-/- (ntotal=12) y p38γ/δ
-/- (ntotal=12), en nuestras 
condiciones experimentales. Por cada ratón analizado se cuantificaron 15 campos. *p<0,05; **p<0,01. 
 
Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la isoforma p38δ es la principal 





En el análisis de la infiltración de neutrófilos se realizó un abordaje similar al 
utilizado para el estudio de los macrófagos, pero la detección se hizo utilizando el 
marcador de superficie (Gr1). 
En la figura R-28.A se muestran secciones representativas sobre las que se 
realizó la cuantificación de células Gr1+ en los diferentes genotipos y tiempos del 
ensayo. Tras la cuantificación volvemos a observar una clara diferencia entre los 
ratones wt y p38g-/- con respecto a los ratones p38d-/- y p38g/δ-/- (Fig. R-28.B). Los 
animales wt y los p38γ-/-, tras el tratamiento, tuvieron un aumento en la infiltración 
de neutrófilos muy semejante, a los días 5 y 10. Por otro lado, la infiltración de 
neutrófilos en los ratones p38δ-/- y p38γ/δ-/- fue mucho más baja que la de los wt y 
p38γ-/-, tras los 5 y 10 días de tratamiento. En ambos casos encontramos 
diferencias estadísticamente significativas respecto a los animales wt, tras 5 días 
de tratamiento (Fig. R-28.B).  
Por lo tanto, nuestros resultados vuelven a sugerir la isoforma p38δ es la 
principal responsable en la bajada de la infiltración de neutrófilos, tras el 




Fig. R-28. Infiltración de neutrófilos en el colon de animales tratados con DSS. A) Secciones del colon de 
ratones wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- a los 0, 5 y 10 días del inicio del tratamiento con DSS. Estas secciones 
están teñidas mediante inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-Gr1 (rojo) y con un tinte específico de 
núcleo como es el Hoechst (azul). B) Cuantificación de células Gr1+, sobre secciones histológicas de ratones 
wt (ntotal=12), p38γ
-/- (ntotal=12), p38δ
-/- (ntotal=12) y p38γ/δ
-/- (ntotal=12), en nuestras condiciones experimentales. 





Fig. R-29. Infiltración de linfocitos en el colon de animales tratados con DSS. A) Secciones del 
colon de ratones wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- a los 0, 5 y 10 días del inicio del tratamiento con DSS. 
  115  
Estas secciones están teñidas mediante inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-CD3 (rojo) y con 
un tinte específico de núcleo como es el Hoechst (azul). B) Cuantificación de células CD3+, sobre 
secciones histológicas de ratones wt (ntotal=12), p38γ
-/- (ntotal=12), p38δ
-/- (ntotal=12) y p38γ/δ
-/- 
(ntotal=12), en nuestras condiciones experimentales. Por cada ratón analizado se cuantificaron 15 
campos. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
 
El estudio de la infiltración de los linfocitos se realizó con un marcador 
específico frente al receptor de superficie CD3, mediante histoinmunifluorescencia 
en secciones de colon. A continuación, realizamos el contaje de las células CD3+ 
como ya hemos descrito para los tipo celulares anteriores.  
En la figura R-29.A se muestran secciones representativas sobre las que se 
realizó la cuantificación de células CD3+ en las diferentes condiciones 
experimentales. Tras la cuantificación observamos que en condiciones basales, los 
ratones deficientes en p38δ presentaban casi el doble de linfocitos que el resto de 
los genotipos, siendo esta diferencia estadísticamente significativa con respecto a 
los ratones wt (Fig. R-26.B). 
Tras el tratamiento, todos los genotipos, excepto p38d-/-, presentaron un 
aumento en la infiltración de linfocitos, que fue estadísticamente significativo, 
respecto a sus correspondientes basales (Fig. R-29.B). Este aumento fue 
significativamente mayor en los ratones wt con respecto a los ratones p38g-/-, 
p38d-/- y p38g/δ-/- (Fig. R-29.B). Por otro lado, la infiltración de células CD3+ 
encontrada en las secciones de colon de los ratones p38g/δ-/- fue 2 veces menor 
que la observad en los ratones wt. 
Nuestros resultados indican que la carencia de p38g y p38δ disminuye la 









































































































































En esta tesis se describe por primera vez la participación de las isoformas p38γ y 
p38δ MAPKs en los procesos de inflamación y transformación celular, que se dan en el 
desarrollo tumoral en el modelo de CAC, así como los procesos inflamatorios que se dan 
en el modelo de CU. Nuestros resultados muestran que, aunque ambas isoformas 
participan tanto en la inflamación como en el desarrollo tumoral, parece que la proteína 
p38γ  tiene un papel predominante en la regulación de procesos inflamatorios, mientras 
que la proteína p38δ es la principal isoforma responsable del desarrollo tumoral. 
 
Evidencias de que la isoforma p38γ  participa en los procesos inflamatorios en los 
modelos de CU y CAC en ratones. 
 
La CU presenta, en humanos y en ratones, una sintomatología caracterizada por un 
descenso tanto del peso como del acortamiento en la longitud del colon de los individuos 
que la desarrollan (Danese & Fiocchi, 2011; Suzuki et al., 2006).  
 
Mientras esta tesis se estaba realizando, el grupo del Dr. J. Han describió que el peso 
de los animales deficientes en p38γ y deficientes en p38δ descendía con el tratamiento 
con DSS (Otsuka et al., 2010). Sin embargo, como este descenso era similar al 
experimentado por los animales wt, usados como control, concluyeron que las isoformas 
p38γ o p38δ no estaban implicadas en los procesos inflamatorios asociados a la 
administración de DSS en el modelo de CU y no realizaron análisis posteriores de estos 
ratones (Otsuka et al., 2010). Nuestros resultados también muestran esta bajada inicial, 
tanto del peso (Fig. R-16.A) como de la longitud del colon (Fig. R-16.B), tras el tratamiento 
con DSS y su posterior recuperación hasta valores basales, independientemente del 
genotipo y, como se ha descrito anteriormente, para ratones con fondo genético C57BL/6 
(Yan et al., 2009). Por el contrario, en los animales  p38γ-/-, tras el tratamiento con 
AOM/DSS, si se observa un descenso más acusado tanto en la variación de peso (Fig. R-
1.B) como en el acortamiento de la longitud del colon (Fig. R-1.C), así como un menor 
porcentaje de supervivencia (Fig. R-1.A), en comparación con el resto de genotipos. Lo 
que sugiere una implicación de la isoforma p38γ en procesos relacionados con el 
mantenimiento de la funcionalidad de la mucosa intestinal.  
 
Otros parámetros que se ven afectados tras el tratamiento con DSS son el grado de 
daño en el epitelio intestinal, el grado de inflamación de la mucosa intestinal o el desarrollo 
de una mucosa displásica como efecto del tratamiento (Suzuki et al., 2006). Estos 
parámetros se han analizado en animales deficientes en p38α, de modo específico, en las 
células epiteliales del colon (Kang et al., 2010; Otsuka et al., 2010). Al someter a estos 
animales a una infección con Citrobacter rodentium (C. rodentium) se observó un 
descenso en la susceptibilidad de la mucosa frente a la infección (Kang et al., 2010). Por el 
contrario, al someter a los animales a tratamiento con DSS, se observó un incremento 
tanto del grado de inflamación como del grado de daño epitelial (Otsuka et al., 2010), 
poniendo de manifiesto la ambigüedad de la respuesta en función del tratamiento 
administrado. Al someter a nuestros animales a tratamiento con DSS observamos que los 
ratones p38γ-/- presentan un mayor grado de daño epitelial (Fig. R-17.B), con la aparición 
de úlceras activas (Fig. R-18.A), una mayor inflamación de la mucosa intestinal (Fig. R-
17.C), así como un mayor grado de displasia en dicha mucosa (Fig. R-17.A), que el resto 
de genotipos. Por tanto, aunque estos animales no presentaron una bajada de peso y un 
acortamiento del colon significativamente distinto al de los animales wt, si presentaron un 
perfil histopatológico mucho más marcado que el resto de genotipos, por lo que la 
isoforma p38γ parece desempeñar un importante papel en los procesos inflamatorios 
vinculados a la CU.  
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Por otro lado, también analizamos por primera vez el fenotipo histopatológico de los 
animales tras el tratamiento con AOM/DSS (Fig. R-2; R-3). Los ratones p38γ-/- presentaron 
tumores en la mucosa intestinal en un número similar al encontrado en los animales wt 
(Fig. R-2.B)  y semejante al ya descrito para ratones con fondo genético C57BL/6 (Suzuki 
et al., 2006). Por el contrario, las lesiones ulcerosas encontradas en ratones p38γ-/- y 
p38γ/δ-/- fueron más numerosas y de mayor tamaño que las encontradas en los ratones wt 
(Fig. R-3.B; R-3.D). Sorprendentemente, los animales p38δ-/- no presentaron úlceras (Fig. 
R-3.B). Estos resultados sugieren el importante papel que debe desempeñan p38γ en la 
regulación de los procesos inflamatorios que se dan en el CAC, así como su posible 
implicación en procesos de cierre de herida, que ayuden a regenerar el epitelio dañado 
tras la ingesta de DSS. En este proceso de regeneración del epitelio va a ser muy 
importante la regulación de procesos como la proliferación celular, para sustituir las 
células que se han perdido por el daño epitelial, así como la apoptosis celular, que se da 
en la células epiteliales dañadas y como consecuencia, la perdida de la continuidad del 
epitelio intestinal y la consecuente perdida de la homeostasis del tejido (Sturm& Dignass, 
2008). Se ha descrito que los animales carentes en p38α en células epiteliales de la 
mucosa intestinal, presentaban un grado de apoptosis semejante al de los animales wt, 
tras la infección con C. rodentium (Kang et al., 2010). Por el contrario, al someterlos a 
tratamiento con DSS se observó una mayor perdida de células caliciformes y un aumento 
en la proliferación celular (Otsuka et al., 2010), volviendo a presentar una respuesta 
ambivalente en función del modelo utilizado. En nuestros análisis, los animales p38γ-/- 
tratados con AOM/DSS presentan un grado de proliferación semejante al de los animales 
wt (Fig. R-4.B). Por el contrario, tras el tratamiento con DSS, hay un mayor aumento de la 
apoptosis en las células epiteliales del colon en ratones p38γ-/- que en  animales wt (Fig. R-
5.B) y este incremento es incluso mayor en los animales p38γ/δ-/- (Fig. R-5.B). Lo que nos 
sugiere que ambas isoformas, p38γ y p38δ, participan en la regulación del proceso de 
apoptosis que se da en la CU pero, la p38γ sería la principal responsable. Se ha descrito 
que la proteína p38γ participa en el control de la estabilidad cromosómica y mantiene la 
viabilidad celular (Kukkonen-Macchi et al., 2011). Se ha observado que en células HeLa 
carentes en esta proteína se generan “spindle” anormales, produciéndose una alineación 
cromosómica anómala, lo que hace que la célula no pueda continuar con el ciclo celular y 
se produzca una muerte celular masiva mediada por caspasas. (Kukkonen-Macchi et al., 
2011). Dentro de las moléculas implicadas en la apoptosis encontramos a la  familia de las 
caspasas, principales proteínas efectoras de apoptosis. Las caspasas se sintetizan como 
zimógenos inactivos. Cuando estos zimógenos se fragmentan, dan lugar a enzimas 
activas que inducen apoptosis. Dentro de las caspasas denominadas ejecutoras de 
apoptosis, la caspasa 3 es considerada crucial en el proceso de ejecución de la apoptosis 
(Jin & El-Deiry, 2005; Zheng et al., 2000). Observamos que los animales p38γ/δ-/-, en las 
células epiteliales del colon y tras el tratamiento con DSS, apenas presentaban caspasa 3 
inactiva (Fig. R-5.C), lo que podría explicar sus elevados niveles de apoptosis a tiempo 0 
de tratamiento (Fig. R-5.C), relacionando la regulación de actividad de caspasa 3 con 
ambas isoformas.  
 
En todos los procesos inflamatorios, entre ellos la CU, se producen una serie de 
moléculas, efectoras o mediadoras de la inflamación, como son las citoquinas o las 
quimioquinas, así como el reclutamiento de células del sistema inmune, como macrófagos 
o neutrófilos. Dentro de las citoquinas, tanto la IL1β  como el  TNFα  son proteínas pro-
inflamatorias que estimulan la producción de otras citoquinas o proteasas por parte de 
macrófagos, neutrófilos o células epiteliales del intestino, amplificando la respuesta 
inmune. Al mismo tiempo, ambas proteínas van a ser importantes mediadores de la 
migración de células efectoras del sistema inmune hacia la zona de inflamación, 
estimulando la producción de quimioquinas. Se ha descrito que la IL1β parece ser la 
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primera molécula implicada en la aparición de diarrea, principal síntoma de la inflamación 
intestinal. Elevados niveles tanto de IL1β como de TNFα producen muerte celular, edema, 
infiltración de neutrófilos, pérdida de células caliciformes, así como aparición de úlceras 
en la mucosa (Sartor, 1994). Otra citoquina, que puede ser producida por macrófagos 
activados localizados en la lámina propia del intestino o por células epiteliales, es la IL6. 
La producción de esta citoquina está incrementada en la mucosa intestinal inflamada 
(Maloy & Powrie, 2011). Por otro lado, hay una serie de citoquinas anti-inflamatorias, como 
la IL10, que son necesarias para regular y modular la respuesta inmune. Se ha descrito 
que ratones deficientes en IL10 desarrollan colitis. Por lo que, la IL10 parece controlar la 
cronicidad de la inflamación intestinal, mediante su acción anti-inflamatoria (Maloy & 
Powrie, 2011). Se ha descrito que los niveles de mRNA de estas citoquinas (IL1β,  TNFα,  
IL6 e IL10) son máximos en animales C57BL/6 tras 5 días de tratamiento con DSS (Yan et 
al., 2009). Al analizar el patrón de expresión de estas citoquinas tras el tratamiento con 
DSS en nuestros ratones, observamos que los animales wt presentaban el mismo perfil de 
expresión al ya descrito, tanto a nivel de mRNA (Fig. R-26.A) como a nivel de proteína 
secretada (Fig. R-26.B). Por el contrario, cuando analizamos el perfil de citoquinas 
secretadas en los animales p38γ-/- observamos diferencias con respecto al de los ratones 
wt (Fig. R-26.B), detectándose unos niveles de IL1β, IL6 y TNFα por encima de los de los 
de wt y unos niveles de IL10 mucho más bajos (Fig. R-26.B). Estos resultados sugieren un 
control de la secreción de citoquinas tanto pro- como anti-inflamatorias por parte de la 
isoforma p38γ. Esta regulación podría ser a nivel post-transcripcional en el caso de la 
citoquina TNFα, ya que los niveles de mRNA son semejantes a los encontrados en wt (Fig. 
R-26.A) pero por el contrario, los niveles secretados son mucho mayores que los de wt 
(Fig. R-26.B). Recientemente, hemos descrito en nuestro grupo que p38γ y p38δ 
participan en la regulación de la maduración y secreción de TNFα en macrófagos (Risco et 
al., 2012).  
 
Como ya hemos mencionado previamente, otra consecuencia de la inflamación 
intestinal en la CU, es el reclutamiento de células del sistema inmune. Se ha descrito que 
en animales donde selectivamente se ha deleccionado p38α en las células del epitelio 
intestinal y tras haberlos sometido a infección con C. rodentium, no presentaban 
diferencias en la infiltración de células CD11c+ ni de células Gr1+, por el contrario si 
presentaron un descenso en la infiltración de células CD4+ (Kang et al., 2010). Por tanto, 
en este modelo de inflamación intestinal p38α no participaría en la movilización y 
migración ni de macrófagos (CD11c+) ni de neutrófilos (Gr1+). Nosotros, en el modelo de 
CU, mediante administración de DSS, observamos que los animales p38γ-/- presentan una 
infiltración de macrófagos más sostenida (Fig. R-27.B), así como una mayor infiltración de 
neutrófilos (Fig. R-28.B) al compararlos con los animales wt, lo que nos sugiere la 
participación de esta isoforma en la movilización e infiltración en la zona de daño de 
ambos tipos celulares. En nuestro grupo se ha descrito previamente que células MEF 
(Mouse embryonic fibroblast) carentes en p38γ presentaban una mayor migración en 
comparación con células wt (Cerezo-Guisado et al., 2011). Estos resultados apoyarían la 
hipótesis de que la falta de p38γ contribuiría a un aumento de la migración de células 
inmunes que potencian y exacerban la inflamación de la mucosa intestinal, aumentando la 
producción y secreción de citoquina pro-inflamatorias (Fig. R-26.B), que a su vez 
contribuirían a generar un mayor daño epitelial (Fig. R-17.B) y a un aumento de la 
inflamación de la mucosa (Fig. R-17.C). 
 
Por otro lado, en el CAC una de las moléculas que se ve incrementada es la proteína 
inflamatoria COX2, que participa en la producción de mediadores inflamatorios, como las 
prostaglandinas (Eisinger et al., 2007). En la mayoría de los tejidos normales, COX2 no es 
detectable, pero es rápidamente inducida en respuesta a citoquinas (IL1β, TNFα), lo que 
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hace que se acumulen prostaglandinas en los tejidos neoplásicos e inflamados. (Wang & 
Dubois, 2010). Sorprendentemente, los niveles más altos tanto de mRNA (Fig. R-10.A) 
como de proteína COX2 (Fig. R-10.C; R-10.D) los observamos en los ratones carentes en 
p38γ, tratados con AOM/DSS, aunque estos animales no han sido los que mayor número 
o tamaño de tumores presentaban (Fig. R-2.B; R-2.D). La relación entre los niveles de 
COX2 y la aparición de tumores se ha establecido al realizar estudios epidemiológicos, 
ensayos clínicos y modelos experimentales mediante el uso de drogas anti-inflamatorias 
no esteroideas, que ejercen un efecto anti-inflamatorio y anti-tumoral principalmente por la 
reducción de los niveles de prostaglandinas, mediante la inhibición de la actividad de 
COX2 (Wang & Dubois, 2010). Recientemente se ha descrito que la aparición de tumores 
en el modelo de CAC no requiere la expresión de COX2 (Ishikawa & Herschman, 2010). 
Usando animales carentes en COX2 y tratándolos con AOM/DSS, se observó que 
aparecían tumores tras el tratamiento (Ishikawa & Herschman, 2010). Por lo que los altos 
niveles de COX2 observados en los animales p38γ-/- podrían deberse a la regulación que 
ejerce p38γ sobre los niveles de esta proteína (mRNA (Fig. R-10.A) y proteína expresada 
en el tejido (Fig. R-10.C; R-10.D)). Al regular p38γ la expresión de COX2 en estas 
condiciones, estaría mediando en procesos inflamatorios y no tumorales. La expresión de 
COX2 está regulada a nivel transcripcional, por factores de transcripción como AP-1 
(Wang & Dubois, 2010). Las p38MAPKs son unas de las principales MAPKs implicadas en 
el reclutamiento de este factor de transcripción (Kyriakis & Avruch, 2012), por lo que p38γ 
podría estar regulando los niveles de COX2 vía AP-1. Por otro lado, la proteína COX2 
también está regulada a nivel post-transcripcional, mediante la estabilización de su mRNA 
(Wang & Dubois, 2010). Se ha descrito que las p38MAPKs también participan en la 
estabilización de diferentes mRNA de citoquinas pro-inflamatorias como IL6 o 
TNFα (Kyriakis & Avruch, 2012), por lo que p38γ también podría regular la producción de 
COX2 mediante la estabilización de su mRNA.  
 
Por tanto, todos nuestros resultados sugieren que, dentro de las p38MAPKs 
alternativas, la proteína p38γ es la principal isoforma implicada en la regulación de los 
procesos inflamatorios que se dan en los modelos de CU y CAC en ratones. 
 
Evidencias de que la p38δ  participa en el desarrollo tumoral en el modelo de CAC en 
ratones. 
 
Se ha descrito que en ratones de fondo genético C57BL/6, a los que se les administró 
AOM/DSS, presentaron una media de unos 8 tumores por ratón (Suzuki et al., 2006). 
Cuando tratamos nuestros ratones con AOM/DSS (con el mismo fondo genético), los 
animales wt y p38γ-/- presentan unos valores semejantes a los descritos. Sin embargo, 
observamos un aumento tanto en el número (Fig. R-2.B) como en el tamaño (Fig. R-2.D) 
de los tumores desarrollados en el colon de animales p38δ-/- y p38γ/δ-/-. Lo que sugiere 
que la isoforma p38δ podría estar regulando procesos que contribuyen al desarrollo 
tumoral. Además, tras el tratamiento con AOM/DSS, los ratones p38δ-/- no presentaron 
úlceras en la mucosa intestinal (Fig. R-3.B), lo que podría indicar la participación de p38δ 
en la regulación de procesos de cierre de herida o de regeneración tisular, ya que en las 
fases iniciales del CAC, durante la CU, si presentaron úlceras como el resto de genotipos 
(Fig. R-18.B). 
 
El desarrollo tumoral puede darse por la alteración de un gran número de procesos. 
Dentro de estos procesos podemos encontrar alteraciones en la proliferación celular, 
mediante evasión de las señales supresoras de crecimiento celular, por una replicación 
celular incontrolada o mediante inestabilidad y mutaciones genéticas (Hanahan & 
Weinberg, 2011). Por otro lado, también va a jugar un papel muy importante en el 
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desarrollo tumoral las alteraciones que pueden aparecer en el proceso de apoptosis. La 
desregulación de la apoptosis contribuye a la aparición de múltiples enfermedades, entre 
ellas el cáncer (Jin & El-Deiry, 2005). Por tanto el equilibrio entre proliferación y apoptosis, 
entre otros procesos, va a determinar la aparición de tumores. Al analizar la proliferación 
en nuestro ratones, observamos que los animales p38δ-/- y p38γ/δ-/- presentaban una 
mayor proliferación celular tras el tratamiento con AOM/DSS (Fig. R-4.B), lo que puede 
contribuir al mayor desarrollo tumoral que vemos en ambos genotipos (Fig. R-2.B). Por 
tanto, esta isoforma (p38δ) podría estar regulando procesos proliferativos, ya que en los 
ratones p38γ-/- no vemos ese aumento de la proliferación celular (Fig. R-4.B). En nuestro 
grupo hemos descrito en células MEF (Mouse embryonic fibroblast) carentes en p38δ, una 
falta de inhibición por contacto del crecimiento celular (Cerezo-Guisado et al., 2010). 
También hemos descrito, en estas mismas células, un aumento en la proliferación celular 
con respecto a las células wt, así como en la migración respecto a las células wt (Cerezo-
Guisado et al., 2010). Esto nos podría indicar que p38δ participa en el desarrollo tumoral 
mediante la regulación de procesos de proliferación y migración. En ambos procesos va a 
ser muy importante la regulación del citoesqueleto, para una correcta división celular y 
para permitir la migración y movilidad de la célula. Se han descrito como sustratos de 
p38δ a la proteína Tau, que participa en el ensamblaje de microtúbulos (Cuenda & 
Rosseau, 2007), así como la proteína “stathmin” que también interacciona con 
microtúbulos (Parker et al., 1998), poniendo de manifiesto su implicación en la dinámica 
de microtúbulos en la célula. También hemos observado que los animales carentes en 
p38δ presentan, en fases tempranas de la CU (tras el tratamiento con DSS), menor índice 
de apoptosis que los animales p38γ-/- y p38γ/δ-/- (Fig. R-5.B), lo que también contribuiría a 
un mayor desarrollo tumoral, pues al tener mas proliferación celular y menor apoptosis, 
presentarían una menor descamación del epitelio intestinal que el resto de genotipos, 
dando lugar a la parición de tumores.  
 
Tanto en la proliferación como en la apoptosis van a participar un amplio número de 
moléculas que van a ser las encargadas de regular ambos procesos, positiva o 
negativamente. Se ha descrito que en tejidos dañados, tanto las células epiteliales como 
las estromales, expresan una amplia variedad de MMPs (Gill & Parks, 2008), participando 
en procesos como diferenciación, migración, proliferación y supervivencia celular (Davies 
et al., 1993). Se ha observado que las MMPs son las proteinasas predominantes en la 
mucosa intestinal durante las enfermedades inflamatorias y, se ha descrito, que una de las 
MMPs que aparece sobre-expresada es la MMP9. Además, también se ha relacionado la 
presencia de estas MMPs con el desarrollo y progresión tumoral (Garg et al., 2011; 
Castaneda et al., 2005). Observamos que los animales p38δ-/- y, en menor grado los 
p38γ/δ-/-, presentaban un aumento en los niveles de proteína MMP9 en el colon tras el 
tratamiento con AOM/DSS (Fig. R-11.C). Sorprendentemente también vemos, que los 
niveles de mRNA de MMP9 en los animales p38δ-/- son los mas bajos encontrados tras el 
tratamiento, en comparación con el resto de genotipos (Fig. R-11.A). Este resultado podría 
indicar una posible regulación post-transcripcional de esta proteína por parte de p38δ, ya 
que las MMPs están fuertemente reguladas a este nivel, principalmente mediante la 
estabilización del mRNA (Sternlicht & Werb, 2001). Por tanto, la falta de p38δ podría estar 
contribuyendo a aumentar dicha estabilidad. Por otro lado, la actividad de las MMPs 
puede estar regulada por proteínas activadoras o por inhibidores endógenos (TIMPs) 
(Sternlicht & Werb, 2001). En nuestro grupo, hemos descrito en células MEF carentes en 
p38δ, un aumento en la actividad de MMP2 y de MMP9, con respecto a células wt y 
células p38γ-/- (Cerezo-Guisado et al., 2010), por lo que p38δ también podría estar 
regulando la actividad de MMP9 mediante la regulación de moléculas 
activadoras/inhibidoras de MMP9, para así contribuir a la activación de las MMP9 y, como 
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consecuencia, al desarrollo tumoral mas acusado que observamos tanto en animales 
p38δ-/- como p38γ/δ-/- (Fig. R-2.B). 
 
En la mayoría de los tumores, se ha encontrado en el microambiente tumoral tanto 
células inmunes como mediadores de la inflamación, como citoquinas o quimioquinas. 
Además, estudios epidemiológicos han mostrado que la inflamación crónica predispone al 
individuo a la aparición de tumores (Mantovani et al., 2008), por lo que para poder 
entender la implicación de p38δ en el desarrollo tumoral en el modelo de CAC también 
analizamos la expresión de diferentes citoquinas tanto pro- como anti-inflamatorias. El 
análisis de la síntesis de citoquinas tanto pro- como anti-inflamatorias en los animales 
p38δ-/- tras el tratamiento con AOM/DSS (Fig. R-12) mostró un aumento en los niveles de 
las citoquinas TNFα e IL6 con respecto al wt (Fig. R-12.B; R-12.D). Ambas citoquinas 
desempeñan un importante papel en la promoción del crecimiento tumoral, promoviendo 
la supervivencia de las células tumorales así como estimulando la proliferación de las 
células epiteliales, promoviendo tolerancia inmunitaria y potenciando procesos anti-
apoptóticos (Saleh & Trinchieri, 2011; Terzic et al., 2010). Por lo que, ambas proteínas 
contribuirían al mayor desarrollo tumoral observado en estos animales. Por otro lado, 
también observamos un aumento en la expresión de la citoquina anti-inflamatoria IL10 en 
ratones p38δ-/- tratados con AOM/DSS (Fig. R-12.A), cuya contribución al desarrollo 
tumoral es bastante controvertida. Por un lado presenta una función anti-tumoral, 
participando en la regulación de linfocitos Treg que contribuyen a mantener la 
homeostasis de la mucosa y a inhibir el cáncer de colon. Pero por el otro, también tiene 
una función pro-tumoral, inhibición la inmunidad adaptativa, ayudando al tumor a escapar 
del control del sistema inmune (Lin & Karin, 2007). En nuestros ratones parece 
desempeñan una función pro-tumoral, ya que este aumento en la expresión de la IL10 
correlaciona con un fenotipo donde se desarrollan más tumores (Fig. R-2.B) y de mayor 
tamaño (Fig. R-2.D) que los observados en los animales wt, cuya expresión de IL10 es 
más baja (Fig. R-12.A). También se ha descrito que en tumores ya establecidos, como los 
que observamos en nuestros ratones carentes en p38δ, se ha observado un aumento en la 
producción de la citoquina IL10 (Porta et al., 2009), coincidiendo con nuestros resultados 
(Fig. R-12.A). Por lo que en estos animales, este aumento en la expresión de la IL10 
parece contribuir positivamente al crecimiento tumoral. También observamos que los 
ratones p38δ-/- tras el tratamiento con AOM/DSS, son los que presentan unos niveles más 
bajos de producción de IL1β (Fig. R-12.B), lo que también se ha descrito en tumores ya 
establecidos, donde los TAM tienen una menor producción de dicha citoquina (Porta et 
al., 2009). Por tanto los animales carentes en p38δ presentan un perfil de producción de 
citoquinas que podrían potenciar e incrementar el desarrollo tumoral. 
 
Nuestros resultados sugieren que, dentro de las p38MAPKs alternativas, la proteína 
p38δ es la principal isoforma implicada en la regulación del desarrollo tumoral en el 
modelo de CAC en ratones.   
 
La isoforma p38δ  participa en la regulación de la infiltración de neutrófilos en los 
modelos de CU y CAC en ratones. 
 
En situaciones de inflamación o daño tisular, los neutrófilos son las células el sistema 
inmune que primero van a migrar a la zona y, al mismo tiempo, se produce un aumento 
significativo en el número de neutrófilos circulantes (Woodruff et al., 2011). Mediante el 
estudio de biopsias de pacientes con inflamación intestinal, se ha descrito que los 
neutrófilos son la población de células inmunes mas abundante en el epitelio intestinal, 
tanto en la CU como en la enfermedad de Crohn (Woodruff et al., 2011). Estos neutrófilos 
van a participar en la defensa de la mucosa frente a patógenos, mediante la secreción de 
sustancias anti-microbianas y ROS. Al mismo tiempo, participan en la secreción de 
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sustancias quimio-tácticas para el reclutamiento de células dendríticas o macrófagos 
hacia la zona de inflamación, así como la secreción de sustancias que ayudan a la 
diferenciación y activación de los macrófagos (Mumy & McCormick, 2009). Como 
resultado de la actividad anti-microbiana que desempeñan los neutrófilos se generan 
moléculas dañinas para las células de la mucosa intestinal, como ROS o iNOS , que 
pueden generar daños en el DNA e inestabilidad cromosómica, contribuyendo a la 
aparición de tumores (Hofman, 2010). Por tanto, una inapropiada respuesta de estas 
células puede conllevar un daño tisular, así como, la cronicidad del proceso inflamatorio 
que puede derivar en la aparición de cáncer.  
Contrariamente a lo que cabría esperar, observamos que tanto los ratones p38δ-/- 
como los p38γ/δ-/-, tras el tratamiento con AOM/DSS, presentaron una infiltración de 
neutrófilos mucho más baja que la de los animales wt y  p38γ-/- (Fig. R-14.B). Estos dos 
genotipos son los que mayor número y mayor tamaño de tumores presentan (Fig. R-2.B; 
R-2.D). La falta de neutrófilos en la mucosa puede contribuir al desarrollo tumoral, al 
producirse un fallo en la fase inicial del proceso “inmuno-edición”, en la cual se eliminan la 
células tumorales (Swan & Smyth, 2007). Ya en las fases tempranas del proceso 
inflamatorio (CU), paso previo a la aparición del tumor, observamos que los ratones p38δ-/- 
y p38γ/δ-/-, aunque presentan úlceras en la mucosa intestinal (Fig. R-18.B), también 
presentan muy baja infiltración de neutrófilos (Fig. R-28.B). Estos resultados sugieren que 
la falta de neutrófilos contribuye al desarrollo tumoral observados en ambos genotipos. 
También observamos, tras el tratamiento con DSS, una baja infiltración de 
macrófagos en ratones p38δ-/- y p38γ/δ-/- (Fig. R-27.B), quizá debida a la baja presencia de 
neutrófilos en la mucosa, que participan en el reclutamiento y activación de dichos 
macrófagos (Mumy & McCormick, 2009). Esta falta de macrófagos podría ser la 
responsable de los bajos niveles de TNFα detectados tras el tratamiento con DSS en los 
ratones p38δ-/- y p38γ/δ-/- (Fig. R-26.B), lo que a su vez podría contribuir a la falta de 
secreción de moléculas de adhesión que ayudarían en el reclutamiento de los neutrófilos. 
Por tanto, la isoforma p38δ podría estar participando en la regulando de la infiltración de 
los neutrófilos y los macrófagos en el modelo de CU y, sólo de neutrófilos, en el caso del 
modelo de CAC.  
 
La falta de infiltración de neutrófilos podría deberse a defectos en la migración (menor 
movilidad de los neutrófilos) en donde la p38δ podría desempeñar algún papel como 
regulador en la remodelación del citoesqueleto celular para permitir la movilización de la 
célula, interaccionando con proteínas que se acoplen a microtúbulos como es el caso de 
Tau o “stathmin”, que ya se han descrito como sustratos de p38δ (Cuenda & Rosseau, 
2007; Parker et al., 1998);  o a un defecto en la producción de quimioquinas o en la 
capacidad de los neutrófilos a responder a las mismas, debido por ejemplo a un defecto 
en la expresión o en la movilización de receptores de quimioquinas desde el citoplasma 
hasta la superficie de la membrana celular para hacerlos funcionales. En este sentido, 
además del posible papel de p38δ en la reordenación del citoesqueleto  para la 
movilización de los receptores, se ha descrito que esta quinasa también participa en el 
proceso de movilización y secreción de vesículas de insulina en las células b del péncreas, 
mediante su inteacción con PKD1 (Sumara et al., 2009). 
 
Regulación de β-catenina en los modelos de CU y CAC en ratones p38γ -/-, p38δ -/- y 
p38γ/δ -/-. 
 
Otra proteína que participa ampliamente en el desarrollo tumoral del colon, regulando 
procesos proliferativos y de diferenciación celular, es la β-catenina. Los niveles de esta 
proteínas están regulados por su estado de fosforilación. La principal proteína encargada 
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de fosforilar a β-catenina es la proteína GSK3. Tras ser fosforilada, la β-catenina queda 
marcada para ser ubiquitinada y degradada vía proteasoma, regulando así su actividad, ya 
que no se transloca al núcleo para ejercer su función (Gao & Chen, 2009). Se ha descrito 
que en el cáncer de colon se da una estabilización de la β-catenina en el citoplasma de las 
células epiteliales de la mucosa intestinal, lo que hace que esta proteína se vaya al núcleo, 
donde activa factores de transcripción como Tcf4, promoviendo proliferación y ciclo 
celular (Staal et al., 2002). Nuestros resultados muestran que tanto en el caso de los 
animales p38γ-/- como en el de los p38γ/δ-/- existe una bajada más marcada en los niveles 
totales de esta proteína, tras el tratamiento con AOM/DSS, que en el resto de genotipos 
(Fig. R-8.B). Estos resultados correlacionan con una bajada en la fosforilación de GSK3 
(Fig. R-8.C), lo que implica un aumento en su actividad. Este aumento de la actividad de 
GSK3 se traduciría en un aumento en la fosforilación de β-catenina, que se degradaría, 
produciendo el descenso de los niveles de β-catenina observados (Fig. R-8.B). Por tanto, 
la falta de p38γ podría estar activando la cascada GSK3/β-catenina, causando un 
aumento en la degradación de β-catenina, lo que podría contribuir a la disminución de la 
proliferación mediada por β-catenina en estos ratones tratados con AOM/DSS.  
 
La isoforma p38γ tiene una característica que la diferencia del resto de p38MAPKs, ya 
que presenta una zona de unión a dominios PDZ en su extremo C-terminal (Hasegawa et 
al., 1999). Dentro del complejo multi-proteíco que se forma en la membrana plasmática 
como respuesta a la interacción de Wnt con su ligando, encontramos a GSK3 inactiva y 
unida a otras proteínas, entre las que está APC (Li et al., 2002). Se ha descrito que la 
proteína APC puede interaccionar con la SAP97/hDlg a través de su dominio PDZ2 
(Gaudet et al., 2000), que es un sustrato ya descrito de p38γ, al interaccionar con ella a 
través de sus dominios PDZ1 y PDZ3 (Sabio et al., 2005). También se ha descrito que APC 
puede interaccionar con p38γ (Zumbrunn et al., 2000). Por tanto, ante la falta de p38γ, el 
complejo multi-proteíco que forma APC junto a otras proteínas como GSK3 (inactiva) se 
podría ver afectado, aumentando su inestabilidad haciendo que se libere GSK3 
(activándose) y en consecuencia, fosforilando la β-catenina para su degradación vía 
proteasoma, lo que daría lugar a una bajada de los niveles de β-catenina como 
observamos en los ratones p38γ-/- y p38γ/δ-/-, pero no en los wt y p38δ-/- (Fig. R-8.B). En 
los animales p38γ/δ-/- la bajada de los niveles de β-catenina es más marcada que en los 
animales p38γ-/- (Fig. R-8.B), lo que podría estar indicando la participación de p38δ y, 
probablemente, otras moléculas en la activación de la cascada GSK3/β-catenina, además 
de la falta de p38γ. Por el contrario, en los animales wt y p38δ-/- se observa un leve 
descenso de los niveles de β-catenina independientemente del estado fosforilado de 
GSK3 (Fig. R-8.C), lo que podría sugerir que esta bajada sea debida a la translocación de 
β-catenina a núcleo, asociándose a factores de transcripción que promuevan el desarrollo 
tumoral. Es una posibilidad que no se pude descartar ya que en nuestros resultados 
mostramos un WB realizado a partir de extractos totales de colon, sin realizar un 
fraccionamiento subcelular para determinar la localización de la β-catenina.  
 
Por otro lado, en estadios tempranos de la CU, tras el tratamiento con DSS, 
observamos un aumento de los niveles de β-catenina (Fig. R-22.B), así como de GSK3 
inactiva (pGSK3) tanto en el citoplasma como en el núcleo de células epiteliales de 
ratones wt, p38δ-/- y p38γ/δ-/- (Fig. R-22.C). Además, en el caso de los animales p38γ/δ-/- 
este aumento de pGSK3 mayoritariamente se observa en el núcleo, al igual que vemos 
una localización principalmente nuclear de GSK3 (Fig. R-22.C).  Se ha descrito que los 
niveles de GSK3β se ven incrementados en núcleo en respuesta a estímulos que 
promueven apoptosis, provocando la activación de caspasas, principalmente caspasa 9 y 
caspasa 3. Además, esta acumulación es independiente del estado de fosforilación de la 
proteína (Meares & Jope, 2007; Bijur & Jope, 2001). La acumulación de GSK3β observada 
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en el núcleo, en nuestros ratones p38γ/δ-/- (Fig. R-22.C), podría ser uno de los motivos del 
incremento en la apoptosis que presentan estos ratones (Fig. R-5.B). Además, una de las 
principales caspasas implicadas en la apoptosis medida por GSK3 es la caspasa 3. 
Nuestros resultados muestran que efectivamente, en el caso de los animales  p38γ/δ-/- 
existe una bajada en los niveles de caspasa 3 inactiva respecto a los niveles de los 
animales wt (Fig. R-5.C). Por lo que, ambas isoformas, tanto p38γ como p38δ, estarían 
implicadas en la localización subcelular de GSK3β, determinando su participación en el 
procesos de apoptosis. 
 
Las MAPKs en los modelos de CU y CAC en ratones wt, p38γ -/-,   p38δ -/- y  p38γ/δ -/-. 
 
En los resultados de esta tesis, no observamos fosforilación de ninguna de las 
isoformas de p38MAPKs en el modelo de CAC (Fig. R.6.E) y en el modelo de CU, sólo 
observamos una leve señal de activación de p38α en los animales wt y p38γ/δ-/- tras el 
tratamiento con DSS (Fig. R-19.A).  Pero en ninguno de los dos modelos hemos visto 
activación de las isoformas p38γ y p38δ. Por tanto, estos resultados sugieren que la 
implicación de las isoformas p38γ y p38δ en el desarrollo de estas patologías no depende 
de su estado de activación, si no de su presencia o no en la célula. En este sentido, en 
nuestro laboratorio hemos descrito la participación de la isoforma p38γ en procesos 
implicados en la transcripción génica independientemente de su actividad catalítica, 
participando en la regulación de complejos nucleares (Sabio et al., 2010). p38γ regula de 
forma independiente a su actividad catalítica, la formación de complejos nucleares entre la 
proteína SAP97/hDlg y los factores de “splicing” PSF y p54nrb, y diferentes moléculas de 
mRNA (Sabio et al., 2010). 
 
En situaciones de inflamación las ERK1/2 pueden ser activadas, independientemente 
de la vía de Ras, por estímulos pro-inflamatorios como citoquinas (TNFα) o por 
estimulación de los TLRs (Kyriakis & Avruch, 2012). En macrófagos wt, la estimulación del 
TLR4 con LPS, hace que se active la cascada de señalización ERK1/2 vía Tpl2 (López-
Peláez et al., 2011). En nuestro grupo, hemos descrito recientemente, que en macrófagos 
p38γ/δ-/- estimulados con LPS, no se produce la activación de las proteínas ERK1/2 
debido a los bajos niveles de Tpl2 (Risco et al., 2012). En el modelo de CU observamos 
que al igual que en los macrófagos wt, las células epiteliales del colon de animales wt, tras 
el tratamiento con DSS, presentaron activación de ERK1/2 (Fig. R-20.B). Por el contrario, 
como ya hemos descrito en macrófagos p38γ/δ-/- (Risco et al., 2012), en la células 
epiteliales del colon de animales p38γ/δ-/- tratados con DSS, no observamos fosforilación 
de ERK1/2 (Fig. R-20.B), lo que sugiere la regulación de la actividad de ERK1/2, mediada 
por TLR, por parte de las isoformas p38γ y p38δ también en las células epiteliales del 
colon tras el tratamiento con DSS. Al observar el estado de fosforilación de ERK1/2 en las 
células epiteliales de ratones p38γ-/- y p38δ-/- observamos que, a los 5 días de tratamiento 
con DSS, hay activación de ERK1/2 en las células p38δ-/- (Fig. R-20.B) pero no en las 
células p38γ-/- (Fig. R-20.B), lo que podría indicar una mayor implicación de p38γ en la 
regulación de la actividad de ERK1/2 mediada por TLRs. Además, en extractos totales de 
colon de ratones tratados con DSS, observamos que los animales deficientes en p38γ y  
p38γ/δ no presentan apenas Tpl2, comparado con los wt y los p38δ (Fig. D-1), este 





Fig. D-1. Niveles de proteína Tpl2 tras el tratamiento con DSS. WBs representativos de los niveles de 
proteína Tpl2 analizados en extractos totales de colon de ratones wt, p38γ-/-, p38δ-/- y p38γ/δ-/- a los 0, 5, 10, 
15 y 20 días del inicio del tratamiento con DSS. Se muestran los niveles de proteína α-tubulina, como control 
de carga de la electroforesis en nuestras condiciones experimentales. 
 
Por otro lado, también observamos como una segunda activación de ERK1/2 en 
extractos totales de colon, que es más acusada en los animales wt, tras 15 días del inicio 
del tratamiento con DSS (Fig. R-20.A). Pudiendo participar en procesos de regeneración  
del tejido dañado induciendo proliferación, mediante la activación de factores de 
transcripción (Kyriakis & Avruch, 2012) y esta activación sería dependiente de la presencia 
de las proteínas p38γ o p38δ. 
 
La actividad de las MAPKs está regulada tanto por quinasas que las fosforilan y 
activan, como por fosfatasas que las desactivan (Liu et al., 2007). Tanto la intensidad 
como la duración de la actividad de las MAPKs va a estar regulada por las MKPs (MAPK 
phosphateses), que son un grupo de fosfatasas encargadas de desfosforilar en treonina y 
tirosina (Huang et al., 2009). Las principales MKPs implicadas en la desactivación de las 
JNKs son la MKP1 y la MKP2 (Liu et al., 2007), pero es la MKP1 la que se activa vía TLR 
(Huang et al., 2009). Por lo que, en el modelo de CU, donde se activan un amplio número 
de cascadas dependientes de TLR, cabría esperar que la fosfatasa que principalmente 
regule a las quinasas JNKs sea la MKP1. Además, se ha descrito que ante la activación 
del TLR en respuesta a infecciones microbianas, las ERK1/2 actuarían fosforilando a 
MKP1, lo que provoca una estabilización de la fosfatasa aumentando su tiempo de acción 
y disminuyendo la actividad tanto de las JNKs (Liu et al., 2007). En nuestros ratones, 
observamos que tras el tratamiento con DSS, los animales p38γ-/- y p38δ-/- presentan una 
desactivación de las JNKs más rápida que los ratones wt y p38γ/δ-/- (Fig. R-20.C), pero 
esta desactivación no correlaciona con una fosforilación más sostenida de ERK1/2 que 
pudiese estar estabilizando a la MKP1 (Fig. R-20.A). Por lo que estos datos sugieren que 
las isoformas p38γ y p38δ podrían estar regulando la actividad de las JNKs mediante la 
regulación de esta fosfatasa. Además, parecen presentar un comportamiento 
compensatorio, ya que al deleccionar ambas isoformas, no se observa este 





Fig. D-2. Modelo de la producción de moléculas inflamatorias y del estado de procesos implicados en 
inflamación y tumorogénesis en ratones wt, p38γ -/- y p38δ -/-. A) El tratamiento con AOM/DSS induce colitis 
crónica así como la aparición de tumores en ratones. Tras el daño epitelial, mediante el uso de productos 
químicos (DSS), la flora intestinal invade la mucosa del colon, activando el sistema inmune, produciendo una 
serie de citoquinas, pro-inflamatorias (IL1β, IL6, TNFα), así como anti-inflamatorias (IL10) para controlar y 
acotar la respuesta inflamatoria, así como otros mediadores de inflamación (COX2). El sistema inmune al 
activarse, también va a movilizar células inmunes que respondan ante este daño y al ataque de la flora 
intestinal (macrófagos, neutrófilos y linfocitos) La ruptura de la barrera intestinal también produce un aumento 
en la activación de factores de transcripción (NF-κB, STAT3, β-catenina), así como de factores remodeladores 
de la matriz extracelular (MMP9), y las activación de cascadas de señalización (ERK1/2, JNKs) que promueven 
proliferación y ciclo celular, para la regeneración del epitelio dañado. En los tumores ya establecidos, sigue 
existiendo un crecimiento celular que está potenciado por factores de transcripción (STAT3) y proteínas 
remodeladoras de la matriz extracelular (MMP9), así como altos niveles de citoquinas pro-inflamatorias (TNFα) 
que estimulan el desarrollo tumoral. En el caso de los animales p38γ-/- (B) y p38δ-/- (C) hay un aumento () o 
un descenso () de los niveles de diferentes moléculas respecto a los observados en los ratones wt, que 
indican que tanto en los estadios tempranos (CU) como en los estadios tardíos del modelo de CAC, la 
isoforma p38γ participa en la regulación de mediadores y células inflamatorias, haciendo que los ratones 
carentes en esta proteína presenten mayor inflamación de la mucosa. Por otro lado, estos resultados muestran 
que la isoforma p38δ participa en  la regulación de mediadores que controlan el desarrollo tumoral, ya que los 
animales carentes en dicha proteína presentan un mayor número y tamaño tumoral. Figura adaptada de Zaki 

















































































































1.- La isoforma p38γ  parece ser la principal isoforma implicada en los procesos 
inflamatorios que se dan tanto en la CU como en el CAC, regulando la producción de 
citoquinas y moléculas  pro-inflamatorias (COX2), el reclutamiento de células inflamatorias 
(macrófagos y neutrófilos), así como procesos apoptóticos. 
 
 
2.- La isoforma p38δ parece ser la principal implicada en el desarrollo de tumores en el 
modelo de CAC, mediante la regulación de procesos como la proliferación celular y la 
apoptosis, así como la regulación de la expresión y actividad de la MMP9. 
 
 
3.- La isoforma p38δ participa en la regulación de la infiltración de neutrófilos tanto en el 
modelo de CAC como en el de CU. 
 
 
4.- La quinasa p38γ regula la actividad de GSK3 y, en consecuencia, los niveles de β-
catenina, en el modelo de CAC. 
 
 
5.- Nuestros resultados indican que las isoformas de p38MAPKs (p38γ  y p38δ) alternativas 
participan en el desarrollo de CAC u CU independientemente de su actividad quinasa. 
 
 
6.- p38γ  y p38δ regulan la activación de las quinasas ERK1/2 y la desactivación de 
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